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El control de malas hierbas en trigo es uno de los principales objetivos de los agricultores 
para obtener mayores rendimientos, este manejo sin el uso de herbicidas es inconcebible 
en los sistemas convencionales de producción intensiva de trigo. Por ello, los cultivos 
resistentes a herbicidas ofrecen ventajas significativas para el control de malezas. En este 
trabajo se caracterizó el nivel de resistencia a imazamox de dos nuevas variedades de 
trigo llamadas Rafalín (T. aestivum) y Antoñín (T. durum), que se obtuvieron por 
mejoramiento convencional mediante tecnología Clearfield®. Además, se definieron los 
rasgos que confieren resistencia múltiple a imazamox + glufosinato de dos líneas de T. 
aestivum (Anza y Pantera). Los cultivares de T.aestivum se compararon con la variedad 
sensible Gazul, mientras que el cultivar de T.durum se realizó con su homólogo sensible 
Simeto. Los cultivares R fueron 93,7 (Rafalín) y 43,7 (Antoñín) veces más resistentes a 
imazamox, del mismo modo, Anza y Pantera fueron 15.1 y 27,9, respectivamente más 
resistentes a imazamox + glufosinato que sus respectivos cultivares S. La actividad de la 
enzima ALS reveló una alta resistencia a los herbicidas imidazolinonas (IMI) en 
cultivares R. La mutación Ser 653Asn que confiere resistencia a los herbicidas IMI se 
identificó en los genes imi1 e imi2 de Rafalín y Pantera y sólo en el gen imi1 de Antoñín 
y Anza. La enzima GS de las plantas de trigo R y S fue igualmente sensible a glufosinato. 
Sin embargo, las plantas R presentaron una baja acumulación de amonio debido a la 
acetilzación rápida del glufosinato a N-acetil-glufosinato por la enzima PAT, adquirida 
de la proteína parental resistente a glufosinato. Los patrones de absorción de 14C-
imazamox y 14C-glufosinato fueron similares entre los cultivares R y S, mostrando que 
estos parámetros no estaban implicados en la resistencia. La diferencia de sensibilidad 
entre cultivares R (Rafalín y Antoñín) se debió a la cantidad de genes de resistencia que 
portan cada genotipo. Igualmente, la resistencia múltiple a imazamox + glufosinato 
encontrada en Anza y Pantera se debieron a alteraciones en el gen ALS y a una 
inactivación rápida del glufosinato a N-acetil-glufosinato. Por lo que los cultivares R 














The control of weeds in wheat is one of the main objectives of farmers to obtain higher 
yields, this management without herbicide use is not conceivable in conventional 
intensive wheat production systems. Therefore, herbicide resistant crops offer significant 
advantages to weed control. In this work, the resistance level to imazamox of two new 
varieties of wheat called Rafalín (T. aestivum) and Antoñín (T. durum), that were obtained 
by conventional breeding using Clearfield® technology, was characterized. In addition, 
the stacked traits that conferring multiple resistance to imazamox + glufosinate of two 
lines of T. aestivum (Anza and Pantera) were defined. The cultivars of T.aestivum were 
compared with the susceptible variety Gazul, while the cultivar of T.durum was made 
with its sensitive counterpart Simeto. The R cultivars were 93.7-fold (Rafalin) and 43.7-
fold (Antoñín) more resistant to imazamox, similarly, Anza and Pantera were 15.1 and 
27.9, respectively more resistant to imazamox + glufosinate than their respective S 
cultivars. The acetolactate synthase (ALS) enzyme activity revealed high resistance to 
imidazolinone (IMI) herbicides in R cultivars. The Ser653Asn mutation that confers 
resistance to IMI herbicides was identified in the imi1 and imi2 genes of Rafalin and 
Pantera and only in the imi1 gene of Antoñín and Anza. The GS enzyme of R and S wheat 
plants was equally sensitive to glufosinate. However, the R plants exhibited low ammonia 
accumulation due to the rapid acetylation of glufosinate to N-acetyl-glufosinate by the 
PAT enzyme, acquired from it glufosinate-resistant parent. The similar absorption 
patterns of 14C-imazamox and 14C-glufosinate between R and S cultivars showed that 
these parameters were not involved in the resistance. The differential sensitivity between 
R cultivars (Rafalin and Antoñín) was due to the number of resistance genes that carry 
each genotype. Likewise, the multiple resistance to imazamox + glufosinate found in 
Anza and Pantera were due to alterations in the ALS gene and a rapidly inactivation the 
glufosinate to N-acetyl-glufosinate. The R cultivars could be excellent weed control tool 
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1.1.  El cultivo de trigo 
1.1.1. Generalidades e historia del trigo 
El trigo (Triticum spp.) es el conjunto de cereales, tanto cultivados como silvestres, que 
son plantas anuales de las familias de las gramíneas (Poaceae). La palabra trigo designa 
tanto a la planta como a sus semillas comestibles, tal y como ocurre con los nombres de 
otros cereales. Su origen léxico proviene del latín triticum, que significa quebrado, 
triturado o trillado, haciendo referencia a la actividad que se debe realizar para separar el 
grano de trigo de la cascarilla que lo recubre. 
El trigo, junto con el arroz y el maíz, son los tres tipos de granos de mayor producción y 
consumo por el hombre desde la antigüedad, por contribuir sustancialmente a la nutrición 
humana, aunque gran parte también se destina a la alimentación animal. Como dato 
interesante cabe notar que cada mes del año una cosecha de trigo madura en algún lugar 
del mundo (González-Torres, 2007). 
Se cree que este cereal tuvo su origen alrededor del 10.000 a.C. en la antigua 
Mesopotamia, gracias a las buenas cualidades de esta zona, muy rica en nutrientes y con 
buena irrigación proveniente de los ríos Tigris y Eufrates (Scott, 2013). Los trigos 
recolectados fueron probablemente Triticum monococcum y Triticum dicoccum los cuales 
poseían ciertas cualidades negativas como la fragilidad durante la maduración y la 
permanencia de las envueltas o glumillas en el grano (Hejtmánková et al., 2010; López-
Bellido, 1991). 
Desde Oriente Medio el cultivo del trigo fue difundido al resto del mundo, se introdujo 
en la civilización del Antiguo Egipto, cultivándose en el Valle del Nilo, y de allí a la 
griega y romana, siendo de esta última de donde surge la palabra “cerealis”, ya que la 
diosa de la agricultura en la mitología romana era “Ceres”. 
Dentro de las principales o más importantes áreas de expansión del trigo se encuentra la 
Cuenca Mediterránea, que podría haber jugado, según algunos autores, un papel 
importante en la diferenciación de los trigos y, en particular, del trigo duro. A partir del 
4000 a. C. el cultivo se extendió por la península Ibérica, destacando las zonas del Valle 
del Duero occidental, regiones lusitánicas y bajo Guadalquivir (López-Bellido, 1991). 




El trigo, como se ha comentado anteriormente, es un cereal que pertenece al orden 
Graminales, familia Graminae (actualmente denominada Poaceae), subfamilia 
Festucoidae, tribu Triticaceae, género Triticum, especie T. aestivum. La característica 
genética que unifica a todas las especies del género Triticum, es que su número 
cromosómico es múltiplo de 14. Los trigos se clasifican de acuerdo a su número de 
cromosomas, agrupándolos de manera general en tres series: Diploides con 14 
cromosomas y genoma AA (2n=2x=14), Tetraploides con 28 cromosomas y genoma 
AABB (2n=4x=28) y hexaploides con 42 cromosomas y genoma AABBDD (2n=6x=42), 
siendo x=7 el número básico de cromosomas (Kimber y Sears, 1987). 
Hoy en día, el desarrollo de nuevas variedades, el empleo de fertilizantes y plaguicidas 
han hecho aumentar extraordinariamente la producción de trigo, llegando a observarse en 
todo el Mundo. 
1.1.2. Condiciones ambientales favorables para un buen desarrollo del trigo 
Como más importantes vamos a citar los requisitos exigidos respecto a las siguientes 
condiciones ambientales: 
• Temperatura: Abarca un rango desde 3 ºC de mínima a 30-33 ºC de máxima, 
siendo una temperatura óptima la comprendida entre los 10 y los 25 ºC (Rawson 
y Gómez-Macpherson, 2001). 
• Humedad: Requiere una humedad relativa entre el 40-70% desde el espigamiento 
a la cosecha que es cuando tiene mayores requerimientos, ya que exige unos 
niveles entre 50-60 % y un clima seco para su maduración. 
• Pluviometría: Aunque un trigo puede desarrollarse con aportaciones de agua de 
entre 250 y 2800 mm/ciclo, el 75% de los trigos crecen correctamente con aportes 
de agua de entre 375 y 800 mm/ciclo. Situándose el óptimo entre 400-500 
mm/ciclo. 
• Suelo: Los mejores suelos para su crecimiento son los de textura entre franca y 
franco-arcillosa, profundos, con un buen potencial nutritivo, libre de inundaciones 








1.1.3. Otros factores que favorecen el desarrollo del trigo 
En la actualidad la rotación de cultivos es considerado como uno de los principales 
sistemas de manejo. La importancia de la rotación de cultivos radica en varios aspectos, 
dentro los cuales se destacan: Control de plagas y enfermedades, control de malezas, 
aumento de los nutrientes residuales en el suelo y aumento de la sustentabilidad agrícola. 
Cuando se cultiva trigo es muy recomendable, ya que al poseer una raíz fasciculada, no 
prospecta a grandes profundidades, donde se acumulan nutrientes que son aprovechables 
para otras cosechas. Las rotaciones más habituales en nuestras condiciones climáticas son 
con girasol, garbanzo, habas, sorgo y lupino principalmente. 
1.1.4. Variedades de trigo más utilizadas 
En general su cultivo se hace desde latitudes de 60º N hasta 45º S, en un rango altitudinal 
que oscila desde pocos metros hasta más de 3000 metros sobre el nivel del mar. Existen 
un gran número de variedades, dentro de las cuales se van a citar las más extendidas: 
• Triticum aestivum (trigo candeal), es el empleado para hacer harinas gracias a su 
alto valor nutricional, siendo la variedad más extendida en el mundo. Se trata de 
una especie hexaploide. 
• Triticum compactum (trigo semiduro), aunque antiguamente se utilizaba en 
harinas, su bajo contenido en gluten y proteína, que le confiere un bajo valor 
nutritivo, ha hecho que se destine a la fabricación básicamente de galletas. 
También se trata de una variedad hexaploide. 
• Triticum durum (trigo semolero), se utiliza para fabricar pastas y sémola de cuscús 
por poseer un alto valor nutritivo (alto contenido en gluten y proteína). Es una 
variedad tetraploide. 
Finalmente, otras variedades de menor utilización o casi extintas y que podemos resaltar 
son:  
• Triticum spelta (escaña mayor o escanda mayor), que es hexaploide y se utiliza 
para la preparación de alimentos vegetarianos. 
• Triticum dicoccoides (trigo almidonero silvestre), que es tetraploide y que fue el 
más importante para la humanidad en la antigüedad, actualmente sólo se cultiva 
en algunas regiones de España y la India. 




1.1.5. Producciones de grano y superficies cultivadas de trigo 
El trigo es adaptable a condiciones diversas, desde las xerofíticas, hasta las de la costa. 
Las variedades cultivadas que son de muy diferente genealogía y crecen bajo condiciones 
de suelo y clima muy variados, muestran características muy diversas (Hinrichsen et al., 
1997; Plana, 2013). 
Dicha adaptabilidad a distintos climas y tipos de suelo queda evidenciada en la 
distribución del trigo en el mundo, cultivado en todos los continentes (excepto en la 
Antártida) en mayor o menor extensión (Matz, 1991), aunque el área de mayor 
importancia es la zona templada del hemisferio norte. 
La producción cerealista en el mercado mundial sigue aumentando cada año según 
estimaciones de la FAO (2017) (Figura 1). La producción de cereal se concentra además 
de la UE, en Estados Unidos, Canadá, Australia, Ucrania, Kazajistán y Argentina 
(Comisión Europea, 2017), mientras la producción de trigo se concentra principalmente 
en la Unión Europea (Figura 2), China, India, Rusia y Estados Unidos suponen un 20,7%; 
17,6%; 13,4%; 8,2% y 7,7% respectivamente para la campaña 2015/2016 (USDA, 2016). 
El trigo es el tercer cereal en cuanto a producción mundial, aunque el primero en lo que 
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Figura 2. Evolución en la UE de Producción y Superficie cultivada de trigo FAOSTAT, 2018 (FAO). 
 
La producción de trigo puede verse limitada por el manejo del cultivo, las condiciones 
ambientales y los sistemas biológicos externos que interfieren y causan una disminución 
del rendimiento. 
El desarrollo de la planta puede verse afectado por una serie de causas de origen 
parasitario (ataque de un ser vivo como plantas, animales, bacterias, hongos o virus), 
abiótico (agentes meteorológicos, toxicidad del suelo, etc.) y/o competitivo (competencia 
con otras especies). 
En trigo, los ataques por parte de paulilla, garrapatillo o sampedrito (géneros Aelia y 
Eurigaster) son muy importantes en algunas regiones españolas. Atacan la espiga y 
destruyen el gluten generando harinas de peor calidad. El cultivo también se puede ver 
afectado por enfermedades que afectan a la parte aérea de la planta y que se desarrollan a 
partir de un ataque de hongos, siendo las royas y la Septoria las más comunes. El “Mal 
del pie” (Ophiobolus graminis) puede atacar a las raíces y, según el momento y su 
incidencia, matar a la planta (Guerrero, 1977). Otra causa de pérdidas son las que 
constituyen aves y roedores que se alimentan del grano del cultivo. 
En todo caso, si existe un factor que afecta realmente a estos cultivos, a su desarrollo y 
sobre todo al rendimiento final del grano, es la competencia con especies de malas hierbas 
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1.1.6. Morfología de la planta de trigo  
La planta de trigo es de porte herbáceo, pudiendo alcanzar incluso hasta 150 cm de altura 
en el momento de la madurez. En relación a su morfología, se pueden distinguir el sistema 
radical y el sistema aéreo (Horovitz, 1939). 
• Sistema radicular. 
Está compuesto de: 
- Raíces primarias o seminales: Que son las primeras que aparecen cuando tiene 
lugar la germinación hasta el comienzo del ahijado. 
- Raíces secundarias o adventicias: Sustituyen a las seminales de forma progresiva. 
Nacen del nudo de ahijamiento, apareciendo cuando la planta emite sus tallos 
(López-Bellido, 1991). Son de tipo fasciculado con desarrollo superficial. El 
número de raíces adventicias presenta una relación muy estrecha con los tallos 
herbáceos efectivos. 
 
El trigo mantiene el 50% de las raíces en los primeros 20-25 cm, pudiendo llegar hasta 
un metro, cuyo crecimiento comienza en el periodo de ahijado y su desarrollo se considera 
completo al final del encañado. 
 
La capacidad de elongación y ramificación de las raíces está influenciada por las 
condiciones del medio, tales como humedad, temperatura, textura y fertilidad del suelo 
(Lersten, 1987; López Bellido, 1991). Así, mientras un exceso de agua invernal puede 
ralentizar su crecimiento, un déficit hídrico moderado puede activarlo. Temperaturas del 
orden de 10-15 ºC favorecen la emisión de las raíces en los cereales de invierno, 
reduciéndose cuando la temperatura es inferior a 6-8 ºC (Kirby y Appleyard, 1984; 
Simmons, 1987; López Bellido, 1991). 
 
• Sistema aéreo 
El sistema aéreo en la planta de trigo al igual que en los demás cereales, está formado por 
tallos que parten de una zona situada en la base de la planta, que se denomina nudo de 
ahijamiento. Cada tallo o vástago porta las hojas, acabando su extremo en la 
inflorescencia. 




- Tallos: Están formados por nudos y entrenudos. Los primeros son zonas 
meristemáticas a partir de las cuales se alargan los entrenudos y se diferencian las 
hojas. El tallo es hueco (caña) y la resistencia al encamado dependerá de su altura 
y solidez. El entrenudo es la parte del tallo entre dos nudos, su número en tallos 
portadores de espigas oscila entre 5 y 9. Los de la base del tallo son más cortos. 
Su longitud, la cantidad de esclerénquima, y el número de haces vasculares, 
condiciona la resistencia a la caída fisiológica (encamado), aunque en ello también 
intervienen otros factores, como los genéticos, ambientales o la nutrición 
nitrogenada, siendo esta última un punto a tener en cuenta durante el ahijado, ya 
que en cereales de invierno, favorece más el alargamiento de los entrenudos de la 
base. Por el contrario, si el aporte es durante el encañado se favorece la elongación 
de los entrenudos superiores (Reilly, 1990). 
 
- Hojas: Se disponen alternas en dos filas a lo largo del tallo. Cada hoja consta de 
dos partes, la vaina o zona inferior que envuelve al entrenudo y el limbo o zona 
superior. Las vainas están sujetas al nivel del nudo, encajándose cuando son 
jóvenes unas con otras en torno al tallo, desuniéndose al crecer los entrenudos. En 
la unión del limbo y la vaina existe una pequeña lámina membranosa no vascular, 
denominada lígula y cuya misión es impedir que la lluvia o los insectos puedan 
alcanzar los tejidos meristemáticos de la base de la vaina. A cada lado de ésta, en 
la base del limbo, se encuentran dos pequeñas estípulas o aurículas, más o menos 
abrazadoras y vellosas. Las hojas son cintiformes, paralelinervias y terminadas en 
punta. Poseen vaina, lígula y aurículas bien definidas. 
 
- Inflorescencia: En los cereales hay dos tipos de inflorescencias, en espiga (trigo, 
cebada y centeno); y en panícula (avena, arroz y sorgo). En ambos casos la unidad 
morfológica básica es la espiguilla. Esta espiguilla está envuelta en dos glumas 
unidas al eje principal de la inflorescencia o raquis en el caso de la inflorescencia 
en espiga, o a una de las ramificaciones laterales en el caso de panícula. Cada 
espiguilla presenta diversas flores, de las cuales aborta la mayor parte. La flor es 
hermafrodita y consta de un pistilo y tres estambres, y está protegida por dos 
brácteas verdes o glumas, la exterior se puede prolongar en una arista en algunos 
trigos. El número de flores fértiles por espiguilla varía según la especie, siendo de 




2 a 5 en trigos harineros y de 2 a 4 en trigos duros. La fecundación y maduración 
del óvulo produce el grano de trigo, un fruto de tipo cariópside. 
 
- Semilla: El grano consta tanto de envolturas externas: pericarpo, mesocarpo y 
epicarpo; como de envolturas internas: testa, endospermo y germen. El conjunto 
de pericarpo y testa es lo que se conoce como salvado. El fruto del trigo, 
denominado cariópside, es un fruto monospermo, seco e indehiscente, donde los 
tegumentos del ovario están estrechamente soldados al endospermo. 
El ciclo de vida de la planta de trigo finaliza con la madurez. A lo largo del ciclo 
de la planta se distinguen distintas fases, que comprenden desde la germinación 
hasta la madurez fisiológica del trigo que se pueden describir siguiendo la escala 
















1.1.7. Estadíos fenológicos y de muestreo del trigo 
Estadíos fenológicos 
El estudio del trigo, al igual que el de otras plantas se realiza durante todo el ciclo 
vegetativo, debido al distinto ritmo de absorción y translocación de nutrientes por el 
cultivo, así como la distinta respuesta del mismo a la adición de fertilizantes y a los 
cambios ambientales producidos a lo largo del ciclo vegetativo. 
Dado que el trigo es un cultivo muy estudiado por su importancia durante siglos en el 
campo de la alimentación, existen diversas clasificaciones, algunas más detalladas que 
otras, que tratan de definir los diferentes periodos característicos del ciclo vegetativo, es 
decir, los distintos estadíos fenológicos. 
Asimismo, podemos encontrar tres periodos en el crecimiento de los cereales: 
1. Periodo vegetativo: Crecimiento vegetativo que va desde la germinación hasta el 
final del ahijado o inicio de la floración. 
2. Periodo reproductivo: Crecimiento de los órganos reproductivos, que va desde el 
encañado hasta la fecundación. 
3. Periodo de maduración: Formación del fruto, desde la fecundación hasta la 
maduración de la semilla. 
A continuación, se muestran tres de estas escalas, presentándose en la tabla 1 dos 
clasificaciones, la definida por Feekes (1941). Esta escala aparece citada por Large (1954) 
por lo que en algunos textos aparece como escala de Feekes-Large. En esta primera tabla 
aparece también la escala BBA (Aufhaammer et al., 1973). Existen otras escalas, como 












Tabla 1. Estadíos de desarrollo del trigo. Escalas de Feeks y BBA (Feeks, 1941 y Aufhaammer et al., 1973). 
Escala Feekes Escala BBA  
1 A Germinación 
1 B Estadío 1 hoja 
1 C Estadío 2 hoja 
1 D Estadío 3 hoja 
2 E Comienzo del ahijamiento 
3 F Ahijamiento principal 
4 G Fin de ahijamiento 
5 H Comienzo del encañado 
6 I Estadío de un nudo 
7 J Estadío de dos nudos 
8 K Aparición de la última hoja 
9 L Estadío de lígula 
10 M Apertura de la última vaina foliar 
10,1 N Comienzo del espigado 
10,5 O Final del espigado 
10,5 P Comienzo de la floración 
10,5 Q Final de la floración 
10,8 R Formación del grano 
10,8 S Madurez lechosa 
10,8 T Madurez pastosa 
11 U Madurez amarilla 
11 V Madurez completa 
11 W Madurez de muerte 
 
 
Tabla 2. Escala de desarrollo del trigo según Jonard (Jonard, 1951). 








Preahijamiento Tres hojas. Cinco o seis raíces primarias. 
 
Ahijamiento 
Formación del nudo de ahijamiento. 
Desarrollo de raíces secundarias. 
Aparición del primer esbozo de espiga. 







Efecto positivo sobre el peso de materia seca y 




Diferenciación de estigmas. Elaboración de las 
¾ partes de materia seca. Organización de las 
espiguillas; fertilidad; fecundación y floración. 
 
Maduración de óvulos 
Engrosamiento del grano. Amarilleamiento de 













1. Periodo vegetativo 
Dentro del periodo vegetativo podemos encontrar las siguientes fases: 
a) Germinación 
El grano de trigo germina cuando se dan una serie de condiciones en la semilla y en el 
medio. 
La semilla debe encontrarse viva, es decir, no haber sobrepasado un periodo de 4 a 10 
años, en el que se mantiene la facultad germinativa, dependiendo de la variedad y 
condiciones en que se encuentre el grano. Además, debe tener íntegro el embrión y los 
contenidos de las reservas del grano han de encontrarse dentro de unos límites; también 
deben de estar maduras fisiológicamente, es decir, han de contener un % de humedad 
comprendido entre el 11-25%. 
Asimismo, las condiciones ambientales de temperatura óptima se encuentran entre 20 y 
22 ºC. Aunque la germinación se puede dar a temperaturas ligeramente superiores a 0 ºC 
de forma más lenta, debe haber aireación para que no se asfixie el grano y la humedad del 
suelo debe encontrarse en un rango que oscile entre 60-80 %. 
En estas condiciones se da el paso del estado de vida latente a vida activa, produciéndose 
en primer lugar, una absorción de agua (25 % del peso del grano) que permite la 
disolución de los elementos metabolizantes. Los tegumentos se desgarran al absorberse 
el agua y se producen los primeros intercambios respiratorios. La raíz principal aparece 
cubierta de una ligera envuelta o coleorriza, a la vez que aparece el coleóptilo, que recubre 
la plúmula, protegiéndola. La plántula puede tomar alimentos del suelo una vez 
desarrolladas las raíces primarias, cuando se agoten las reservas del grano. 
La germinación incluye hasta la aparición de las tres primeras hojas y la formación del 
nudo de ahijamiento. 
b) Ahijamiento 
Surge la cuarta hoja y el nudo de ahijamiento se ensancha, como si estuvieran 4 ó 5 nudos 
juntos, de cada uno de los cuales saldrá una hoja. En la axila de cada una de estas hojas 
surgirá a partir de la yema axilar un tallo secundario. Las raíces secundarias que surgen 
de la base del nudo de ahijamiento que se alarga, crecen y se desarrollan. 




A partir de la cuarta hoja surgirá un brote hijo. El incipiente tallo se forma y crece 
desarrollando en algunos casos, yemas axilares que producirán tallos secundarios que 
darán lugar a brotes herbáceos o espigas tardías. La espiga comienza a diferenciarse al 
iniciar el periodo y durante el mismo se irán distinguiendo las espiguillas por los 
estrangulamientos que se producen en el cono formador de la espiga. El periodo de 
ahijamiento se considera finalizado cuando se diferencian las glumas de las espigas. La 
importancia de este periodo depende de la variedad, las condiciones del medio, la forma 
de cultivo y la fertilización. 
El ahijamiento es un periodo clave en el rendimiento, puesto que un ahijamiento pobre da 
un rendimiento bajo, a la vez que aumenta la cantidad de malas hierbas. Aunque tampoco 
un ahijamiento exagerado es recomendable, debido a que las espigas no se desarrollan 
bien, produciéndose espigas tardías y raquíticas, aumentando así la sensibilidad a las 
enfermedades parasitarias, aún estando condicionadas por la humedad y temperatura. 
2. Periodo reproductivo 
Asímismo, dentro del periodo reproductivo encontramos las siguientes fases: 
a) Encañado 
Comienza al final del ahijamiento, cuando unos tallos herbáceos evolucionan hasta 
terminar rematados por espigas, mientras que otros retrasan su crecimiento hasta 
detenerlo. Los tallos portadores de espigas absorben las sustancias nutritivas muriéndose 
los restantes por carecer de nutrición. 
Se considera el segundo periodo crítico en el desarrollo de la planta, y tiene una duración 
de unos 30 días, por lo que la fertilización es muy importante, ya que la planta crece 
rápidamente. En estas condiciones normales de nutrición la proporción de tallos 
portadores de espigas está en relación inversa a la temperatura, mientras que la materia 
seca está en relación directa. 
b) Espigado 
Definido por Maume y Dulac (1942) como “el periodo que comienza cuando la espiga 
aparece fuera de la vaina y termina cuando la espiga está completamente liberada”. Es el 
periodo de más rápido crecimiento, la planta elabora las ¾ partes de su materia seca entre 




el ahijamiento y la floración. Su duración depende de la variedad y de las condiciones del 
medio. 
Dependiendo de la temperatura se producirá un mayor o menor número de espiguillas y 
flores fértiles, debido a que a altas temperaturas la planta dedica parte de su actividad a 
la evapotranspiración. 
c) Floración 
La floración está marcada por la salida de los estambres fuera de la espiguilla. Finaliza la 
etapa cuando todos los estambres han salido. El comienzo de la floración está indicado 
por las salidas de las glumas de los estambres de las flores más desarrolladas con las 
anteras vacías de polen. La floración seguida de la fecundación marca el fin del periodo 
crítico esencial de la nutrición. 
Hay que señalar que algunos autores no hacen distinción del periodo de floración, 
considerándolo incluido dentro del espigado. En numerosos trabajos publicados se habla 
de antesis, como un estadío fenológico, que se define como el periodo que abarca desde 
el final del espigado al final de la floración (Estado 10,5 Feekes). 
3. Periodo de maduración 
Este periodo es el último del ciclo vegetativo del trigo y está caracterizado por la 
acumulación de almidón en el grano, procedente de la fotosíntesis de las hojas todavía 
activas y de la espiga. Se produce también una movilización de glúcidos y proteínas hacia 
la espiga influenciada esta por las condiciones ambientales, ya que, en presencia de altas 
temperaturas y fuerte viento el agua disponible para la mitigación se ve perjudicada y el 
grano se arruga (fenómeno de asurado). 
Por otra parte, hay que considerar las tres etapas de formación del grano: 
- Multiplicación celular activa: El grano crece rápidamente. Aumenta en volumen 
y su peso en agua y materia seca hasta alcanzar el tamaño definitivo. 
- Acumulación de carbohidratos y proteínas: Su peso en agua es constante, 40-50 
% peso seco. 
- Desecación: Pérdida de agua del grano. La humedad desciende hasta el 14 % 
alcanzando la madurez para poder ser recolectado. 




En zonas con pluviometría alta puede verse favorecido el rendimiento efectuando una 
aplicación tardía de N, con el objetivo de que la actividad funcional de las últimas hojas 
se vea prolongada. 
Estadíos de muestreo 
No se pueden definir, a priori, unos estadíos de muestreo generalizados para todo tipo de 
análisis, puesto que, dependerá de la finalidad del mismo. No obstante, hay una serie de 
consideraciones que hay que tener en presentes en todos los casos. 
Se ha comprobado experimentalmente la importancia de la fecha de toma de muestra, 
dentro de un mismo periodo, observándose variaciones acusadas en la composición 
química de muestras tomadas en diversas fechas en un periodo. Por tanto, es esencial 
hacer la toma de muestra en estadíos fisiológicos idénticos, con el fin de poder comparar 
los resultados. 
El muestreo de toda una planta, que por supuesto, posee tallos de distintas edades, daría 
resultados poco precisos. Es conveniente tomar tallos de la misma edad, esencialmente 
tallos principales, esto es fácil en el periodo de espigado, donde la diferencia entre tallos 
principales y secundarios es clara, no ocurriendo lo mismo en el ahijamiento. 
Los estudios sobre el desarrollo de la planta, la producción de materia seca y la 
producción mineral a lo largo del ciclo vegetativo, deben hacerse a partir de las muestras 
tomadas en sus estados precisos, ya que el contenido en macronutrientes (N, P y K) 
disminuye en los cereales durante el crecimiento, por lo cual, es importante que el 
muestreo se realice en el estadío de crecimiento más adecuado posible para que la 
interpretación sea fiable. 
El ahijamiento (3 en escala Feekes) es un periodo poco utilizado para el análisis vegetal, 
aunque sea crítica su influencia sobre la composición foliar, si bien, es esencial su análisis 
debido a que la detección de deficiencias en la nutrición a lo largo del mismo pueden ser 
corregidas. El muestreo es este periodo se hace generalmente sobre la totalidad de la parte 
aérea. El encañado no da lugar, usualmente, a muestreos aislados, aunque su estudio sea 
imprescindible en los trabajos que se realicen sobre la producción de materia seca y 
composición durante el ciclo. 
Para un análisis vegetal de la planta entera hay diversas opiniones en cuanto al momento 
en que se debe realizar, oscilando entre el estadío 10 de Feekes (apertura de la última 




vaina foliar) y 10,1 (comienzo del espigado), este último debe expresar los defectos 
nutricionales susceptibles de afectar el rendimiento final. El espigado (10,3 Feekes), 
también se utiliza para este fin, ya que dará una idea del estado de la nutrición de la planta 
en el momento de la floración. 
En la floración del trigo de invierno, la planta ha absorbido entre el 70-80% de N, 65-
75% de P y 95-100% de K, por lo que la composición química de la planta en este estado 
es imprescindible en los estudios de nutrición mineral y de diagnóstico foliar. Por esto, 
en los últimos estadíos fenológicos del cultivo no se suelen hacer muestreos foliares, ya 
que no habría tiempo para corregir las posibles deficiencias nutricionales. 
 
1.2.  Importancia de las malas hierbas 
1.2.1. Generalidades 
El concepto de “mala hierba” puede diferir en función del punto de vista que se tome en 
consideración, es un concepto antropocéntrico y muy subjetivo. Un ejemplo de esta 
subjetividad lo encontramos en Lolium spp. o “ray-grass”. Esta especie es un cultivo 
importante en una amplia zona de Estados Unidos, siendo a su vez una especie 
competidora en cultivos de trigo en Chile, Francia o España. 
Son principalmente tres los puntos de vista a tener en cuenta a la hora de definir el 
concepto de “mala hierba”: 
- Antropocéntrico: Este punto de vista antepone los intereses del hombre. Así, mala 
hierba sería aquella que interfiere negativamente en los intereses objetivos del 
hombre, ya sea porque no tiene uso (o no ha sido aún descubierto), por tener 
características desagradables o por competir con otra planta cuya producción se 
persigue. 
- Ecológico: Este criterio se basa en características comunes observadas en especies 
que muestran de forma repetida un comportamiento invasivo de las zonas 
cultivadas. 
- Mixto: En este caso se consideran los dos criterios anteriores. 
 




Atendiendo a los diferentes criterios, una posible definición del término “mala hierba” 
podría ser la que ofrecieron en su momento y que sigue en la actualidad Pujadas y 
Hernández (1988): “aquella planta que crece siempre o de forma predominante, en 
situaciones marcadamente alteradas por el hombre y que resulta no deseable por él en un 
lugar y un momento determinados”. 
De acuerdo a lo anterior, de las aproximadamente 250.000 especies vegetales que existen 
a nivel mundial, solamente un 3% están consideradas como malas hierbas, es decir, unas 
75.000 especies. Sin embargo, solamente unas 250 son reconocidas como malas hierbas 
problemáticas en los cultivos, y de estas, 25 están catalogadas como las peores malas 
hierbas en todo el mundo (Holm et al., 1977 y Cobb, 1992). 
Estas especies de malas hierbas exóticas representan importantes amenazas económicas 
o medio ambientales en todo el mundo. Los métodos para evaluar el riesgo potencial de 
introducción de especies son los aspectos clave en el manejo de las invasiones de plantas 
(Hulme, 2012). Se estima que las malas hierbas introducidas pueden ser responsables de 
hasta un 40% de las pérdidas económicas en la agricultura (Pimentel et al., 2001). 
Las malas hierbas suponen la plaga más importante para el cultivo de trigo a nivel mundial 
y según las estimaciones de Oerke (2006) producen pérdidas de un 23% del rendimiento 
potencial. En el cultivo del trigo, estas malas hierbas, se pueden clasificar en dos grandes 
grupos (Recasens y Conesa, 2009 y RAIF, 2014): 
• Monocotiledóneas: Son plantas donde una sola hoja sale de la semilla, herbáceas, 
anuales o perennes, con tallo cilíndrico hendido con nudos. Las hojas son finas y 
alargadas y los tallos poseen a menudo granos harinosos en espigas. Entre ellas se 
pueden destacar Avena spp., Lolium spp. y Phalaris spp. 
• Dicotiledóneas: Plantas de hojas anchas, cuyas primeras hojas que salen de las 
semillas son dos cotiledones. Son:  Amaranthus retroflexus, Anegallis arvensis L., 
Capsella bursapastoris, Centaurea spp., Chenopodium spp., Conyza Canadensis, 
Diplotaxis virgate, Ecballium elaterium, Fumaria officinalis L., Galium aparine 
L., Malva sylvestris, Matricaria chamomilla, Molucella laevis, Papaver rhoeas, 
Picris spp., Polygonum spp., Psoralea bituminosa, Raphanus raphanistrum, 
Ridolfia segetum, Rumex bucephalophorus, Senecio vulgaris, Sinapis arvensis, 
Sonchus oleraceus, Silybum marianum, Torilis spp., Urtica dioica, Veronica 
hederifolia y Viola arvensis. 




1.2.2. Lolium spp 
Una de las especies más importantes de malas hierbas anuales en cereales, el vallico 
(Lolium rigidum L.) se encuentra presente en toda el área cerealista. En muchos casos, su 
densidad en el cultivo puede superar a la de la avenilla (A. fatua L.), la principal mala 
hierba anual en cereales a escala mundial. Su interferencia con el cultivo de trigo aumenta 
con la fertilización nitrogenada. La mayoría de estos biotipos exhiben resistencia cruzada 
a herbicidas inhibidores de la ACCasa y a glifosato (Espinoza et al., 2009; Diez de 
Ulzurrun y Leaden, 2012; Metzler y Ahumada, 2016; Fernández-Moreno, 2017). Sin 
embargo, aún se desconocen los mecanismos que confieren la resistencia a uno u otro 
grupo de herbicidas. Por otra parte, debido a su elevada capacidad de producción de 
semillas, la falta de control durante un año puede significar una alta infectación para la 
temporada siguiente (Appleby et al., 1976). La magnitud de esta interferencia depende 
del momento de emergencia de la mala hierba: si es temprana, sus semillas ya han pasado 
a formar parte del banco de semillas del suelo al final del ciclo del cultivo, mientras que 
si es tardía, las plantas inmaduras dificultan la cosecha del trigo (Pedreros, 2001). 
Según la ECPA (European Crop Protection Association), el género Lolium, se encuentra 
entre los cinco primeros en lo que a número de casos de resistencia a herbicidas se refiere. 
Es de destacar en que en 1995 ya se hablaba en Italia de resistencia a glicinas y tolerancia 
a imidazolinonas. 
La gran facilidad que Lolium rigidum muestra en la generación de resistencia es 
consecuencia de la variabilidad genética propia de la especie, que permite la presencia de 
individuos con tolerancia natural dentro de las poblaciones. Al ser seleccionados 
mediante la aplicación de herbicidas, estos individuos ven favorecido su desarrollo y 
dispersión por características intrínsecas del género Lolium, como la alta capacidad de 
persistencia (tolerancia a salinidad, pH levemente ácidos, etc.) y competencia por los 
recursos del medio, facilitando el rebrote, la gran producción de semillas o su frecuente 
presencia, contaminando así las semillas de cultivo. 
1.2.3. Importancia agronómica 
El carácter invasivo es aspecto común en las malas hierbas y se debe a una competencia 
ventajosa frente a los cultivos comerciales, ventaja que, según Menéndez (1997) obtienen 
principalmente por: 




- Elevada producción de semillas. 
- Semillas de tamaño similar a las del cultivo. 
- Más de un modo de propagación o dispersión de semillas. 
- Tiempo de maduración de semillas corto. 
- Dispersión efectiva de semillas. 
- Sabor desagradable. 
- Aspecto poco llamativo. 
- Buena supervivencia en condiciones adversas. 
- Crecimiento retardado de órganos vegetativos. 
- Germinación escalonada de semillas. 
Como se ha citado anteriormente, las malas hierbas causan considerables pérdidas de 
producción en todo el mundo, tal y como se refleja en la tabla 3.  
Tabla 3. Producción real y pérdidas (billones de dólares) estimadas en 8 cultivos, por plagas y región 
(Haigh, 2000). 
                     Causas de las pérdidas 
Región Producción real Patógenos Insectos Malas hierbas TOTAL 
África 13.3 4.1 4.4 4.3 12.8 
Norte América 50.5 7.1 7.5 8.4 22.9 
Latino América 30.7 7.1 7.6 7.0 21.7 
Asia 162.9 43.8 57.6 43.8 145.2 
Europa 42.6 5.8 6.1 4.9 16.8 
Oceanía 3.3 0.8 0.6 0.5 1.9 
 
Aunque las pérdidas son significativas en países con sistemas de producción agrícola muy 
desarrollados como los encontrados en Europa, Norte de América y Australia, las 
pérdidas se incrementan en los países menos desarrollados (Haigh, 2000). Estas pérdidas 
se deben a varias causas (Wyse, 1978; García y Fernández-Quintanilla, 1991), entre las 
que se pueden destacar: 
a) Reducción de los rendimientos: Genéricamente, la disminución del rendimiento 
debida a la presencia de malas hierbas en un cultivo dependerá de factores tales 
como la propia especie de mala hierba, la densidad de la población y el cultivo. 
 




b) Interferencia en la recolección: La presencia de malas hierbas retrasa y dificulta 
la recolección. Las dificultades se derivan de los atascos originados en la 
maquinaria debido a la presencia de materia vegetal verde y húmeda (la 
maduración de las malas hierbas es posterior a la del cultivo). Estos atascos 
provocan paradas para la limpieza de la maquinaria y suponen un mayor desgaste 
de los equipos y un aumento en el número de averías. 
c) Incremento de los costes de producción: Este incremento se debe principalmente 
a los gastos originados por el control de las malas hierbas, ya sea un control 
mecánico (incremento del número de labores, maquinaria, carburante, etc.) o 
químico (herbicidas). Los costes indirectos también se ven afectados, tanto con el 
tiempo de cultivo (empleo de cultivos poco rentables en la rotación, retrasos en la 
fecha de siembra, etc.) como en la cosecha. 
d) Disminución de la calidad de los productos: La menor calidad puede expresarse 
como: 
- Transferencia al producto de sabores y olores desagradables procedentes 
de las semillas de malas hierbas o restos de éstas que confieren, además, 
una mayor humedad a la cosecha. 
- Presencia en el producto de sustancias tóxicas, como es el caso de las 
infestaciones de Solanum nigrum (tomatito) en el cultivo de guisante o en 
brásicas silvestres que, debido a la similitud del tamaño de las semillas de 
mala hierba y de cultivo hace su separación prácticamente imposible. 
- Pérdida de la calificación de semilla certificada debido a niveles superiores 
a los permitidos se semillas de la población infectante. 
e) Reducción en el valor de la tierra: Esta evaluación, debida a la presencia en un 
gran banco de semillas, puede ser de hasta un 50% (Menéndez, 1997). 
f) Hospedaje de plagas y enfermedades: Determinadas especies de malas hierbas 
son huéspedes de insectos y microorganismos potencialmente dañinos, pudiendo 
inocular-transferir tales agentes al cultivo que infectan. En este sentido, el objetivo 
de la agricultura ha sido siempre producir los mayores rendimientos reduciendo 








1.2.4. Métodos de control 
Las características comunes en malas hierbas y plantas cultivadas hacen que ambas 
requieran de los mismos recursos vitales disponibles en su entorno (agua, luz, nutrientes, 
oxígeno, CO2, espacio, etc.). Esto puede originar una posible interferencia de las malas 
hierbas con el cultivo si estos recursos no están disponibles en cantidad y calidad 
suficientes para el crecimiento y desarrollo de ambas especies (García y Fernández, 
1991). 
Al tratar de minimizar los daños tanto directos como indirectos de las malas hierbas, 
reflejados principalmente en pérdidas económicas, se establecen diferentes métodos de 
control. Dichos métodos se pueden utilizar de forma individual o realizando una 
combinación de varios de ellos en función del objetivo perseguido y las condiciones 
atmosféricas y del cultivo (MAGRAMA, 2006). 
Los principales métodos utilizados para el control de malas hierbas son los siguientes: 
1. Métodos preventivos: Son todos aquellos que evitan la introducción, 
establecimiento y desarrollo de especies de malas hierbas en áreas no infectadas. 
Estas medidas pueden ser el uso de una semilla certificada libre de semillas o 
propágulos de las malas hierbas, la eliminación de malas hierbas de balsas, canales 
de riego y caminos, la limpieza de aperos y maquinaria agrícola usada en áreas 
infectadas y evitar el acceso del ganado de zonas de alta infestación a zonas libres. 
Otra medida de prevención es la restricción de material vegetal entre provincias y 
países por medio del establecimiento de cuarentenas. 
2. Métodos culturales: Todas aquellas prácticas agrícolas que promueven un mejor 
desarrollo de la especie cultivada para hacerla más competitiva respecto a la mala 
hierba. Estas prácticas son principalmente: 
a) Rotación de cultivos: Consiste en alternar diferentes cultivos en la misma 
área cada año. Ciertas especies de malas hierbas están asociadas con 
cultivos específicos. Además, las poblaciones de estas malas hierbas 
aumentan cuando se utiliza el mismo cultivo en la misma tierra durante 
varios años. Esto se debe a que las mismas condiciones ambientales o de 
cultivo que favorecen al cultivo están favoreciendo igualmente a las malas 
hierbas. Por esta razón, la rotación de cultivos ayuda a controlar las malas 
hierbas. Además se producen otros beneficios como el incremento del 




rendimiento, la reducción de enfermedades o la mayor fijación de N 
atmosférico. 
b) Cubiertas vegetales: Se desarrollan dos cultivos simultáneamente, aunque 
uno de ellos es más importante desde el punto de vista económico. Con 
esto se minimiza la presencia de suelo descubierto, reduciendo la 
germinación de semillas de malas hierbas. 
c) Recolección: Aunque no se considera un método de control en sí, la 
recolección puede promover cierto nivel de supresión de malas hierbas. 
Por ejemplo, es común recolectar alfalfa varias veces durante el periodo 
de crecimiento. El ritmo de las operaciones de recolección puede afectar a 
la disponibilidad de agua, así como cambiar ciertas condiciones necesarias 
para la germinación de la mala hierba. 
3. Métodos físicos: Existen diversos métodos mecánicos para la eliminación de 
malas hierbas, entre los que se engloban todos los que desarraigan, entierran, 
cortan, cubren, o queman la vegetación. Consistente, entre otros, en labrar, retirar 
manualmente, quemar, segar o inundar. 
4. Métodos biológicos: Utilizan enemigos naturales para eliminar especies de malas 
hierbas, entre los que se pueden destacar: 
a) Pastoreo: Es un método tradicional y comúnmente usado para el control 
biológico de malas hierbas. Se pueden usar una gran variedad de animales 
que se alimenten de esas plantas: rumiantes, aves, insectos, peces, etc. 
b) Micoherbicidas: El uso de patógenos de plantas ha sido ampliamente 
usado para el control de malas hierbas y tiene la ventaja de que estos 
organismos se obtienen en medios artificiales de una forma barata y fácil. 
Además, estos patógenos pueden aplicarse en el campo de la misma forma 
que los herbicidas. Si el organismo es un hongo se le da el nombre de 
micoherbicida. El mayor inconveniente es su especificidad y su 
sensibilidad al ambiente. 
c) Alelopatía: Es cualquier efecto dañino producido, de forma directa o 
indirecta, por una planta sobre otra a través de la producción de sustancias 
químicas que entran en el medio ambiente, impidiendo la germinación, 
emergencia o desarrollo de una mala hierba. 
 




5. Métodos químicos: Suponen el uso de herbicidas, que aplicados en época y dosis 
adecuadas inhiben el desarrollo o matan a las plantas indeseadas. Aunque existen 
inconvenientes en su uso, presentan un gran número de ventajas que hacen que 
sean el método más empleado y eficaz, algunas de ellas son: 
a) Control temprano de la mala hierba, al eliminar antes de la emergencia o 
bien en las primeras etapas de desarrollo. 
b) Amplio espectro de acción, pudiendo controlar varias especies con una 
sola aplicación. 
c) Control de malas hierbas perennes con reproducción asexual (bulbos, 
rizomas, etc.). 
d) Control residual de malas hierbas al aplicar un herbicida de gran 
persistencia en el suelo. 
De su estudio se encarga la Malherbología, disciplina científica que ha conseguido 
grandes avances en el desarrollo de herramientas y tácticas para el control de 
malas hierbas. Los principales aspectos a los que se dirige esta ciencia son los 
siguientes (Hess, 1994; Sanyal et al., 2008): 
- Incrementar el conocimiento del impacto económico y ecológico de las malas 
hierbas en diferentes cultivos. 
- Mejorar el conocimiento de la biología, ecología y genética de las malas 
hierbas para optimizar su manejo. 
- Optimizar el uso en el campo de agentes biológicos y de productos naturales. 
- Estudiar poblaciones de malas hierbas resistentes a herbicidas para mejorar su 
control. 
- Desarrollar nuevas tecnologías para la aplicación de herbicidas con el fin de 
mejorar su actuación y minimizar su efecto en el medio ambiente. 
- Desarrollar mejores métodos para detectar residuos de herbicidas en agua, 
suelo y vegetación. 
El control de malas hierbas en trigo, desde la aparición a mediados de los años 40 
del 2,4-D, ha ido mejorando gracias a la disponibilidad de una gran variedad de 
materias activas selectivas pertenecientes a diversas familias químicas. Dichas 
materias se formulan solas o mezcladas y a una o varias concentraciones, 
existiendo multitud de productos comerciales que, a su vez, se utilizan en función 




de su capacidad para controlar, de forma más o menos específica, a las distintas 
especies de malas hierbas. 
Otra modalidad de control de malas hierbas en los cultivos consiste en el empleo 
de herbicidas no selectivos (totales o de amplio espectro) para lo que se requiere 
el disponer de variedades de trigo resistentes a dichas materias activas. 
Asimismo, se han desarrollado variedades de algunos cultivos resistentes a 
imidazolinonas, que son herbicidas de amplio espectro de control de malas 
hierbas. Dichas variedades son conocidas como “variedades IMI” y su uso 
conlleva de forma inherente la tecnología Clearfield®. 
 
1.3.  Herbicidas 
1.3.1. Generalidades 
Las malas hierbas, y en consecuencia la planificación de estrategias de control, están 
ligadas a la actividad agrícola desde sus comienzos. Antiguamente, estas técnicas 
implicaban la retirada manual y el uso de instrumentos de labranza primitivos (6000 a. 
C.), o sirviéndose de la ayuda de animales (1000 a. C.), hasta la aparición de los primeros 
utensilios mecánicos ya sobre los años 20 de nuestra era, también existía un control 
biológico (1930) y un control químico, iniciado con la aparición de los dos primeros 
herbicidas selectivos, MCPA y 2,4-D (1947) (Heap, 2011). 
Desde su implantación en los sistemas de cultivo moderno, los herbicidas han ido 
aumentando su importancia hasta convertirse en la principal herramienta de lucha contra 
malas hierbas de las agriculturas desarrolladas. Este hecho puede deberse a distintas 
razones (Coble, 1996; Menéndez, 1997; Bastida y Menéndez, 2001): 
a) Son productos altamente fiables y eficaces: Con frecuencia los herbicidas ofrecen 
un control prácticamente completo de las especies tratadas, a la vez que resultan 
casi inocuos en los cultivos que protegen. Esta eficacia suele estar muy por encima 
de la presentada por otras opciones de control en la mayoría de los cultivos. 
b) Son de fácil manejo: La mayoría de los herbicidas no requieren una maquinaria 
especial o prácticas culturales complejas antes o después del tratamiento. 




c) Son económicamente rentables: El coste de los herbicidas por unidad de superficie 
es menor que el de cualquier otro método. Esta comparación es aún más favorable 
cuando se incluye el tiempo requerido para aplicar otras medidas de control. 
d) Son agronómicamente versátiles: Los herbicidas ofrecen al agricultor la 
posibilidad de elegir cuándo y cómo controlar el problema de malas hierbas, 
permitiendo un margen de uso que va desde la preemergencia a la postemergencia 
tardía. 
En contraposición a lo anterior, en la actualidad existe una gran controversia sobre los 
efectos perjudiciales que producen los plaguicidas químicos en la salud humana y el 
Medio Ambiente. Por lo que se plantean una serie de alternativas que reemplacen el uso 
de estos plaguicidas, como son: 
• Uso de cultivares resistentes a plagas: Se produce un importante aumento en el 
uso de cultivos modificados genéticamente, existiendo un número elevado de 
cultivos transgénicos resistentes a herbicidas (Berner et al., 1997). 
• Control biológico de plagas: Los bioplaguicidas son un tipo de plaguicidas que 
derivan de materiales naturales como los animales, plantas, bacterias o minerales. 
Un ejemplo es la nicotina, que se utiliza como insecticida natural en determinados 
cultivos. Aunque en los últimos años se ha retirado ya que se ha comprobado que 
afecta a las abejas, principales polinizadores. 
• Mejora en la formulación y en los métodos de aplicación de los productos: Las 
instituciones que dominan el mercado de los plaguicidas están investigando sobre 
el desarrollo de productos nuevos, que sean menos tóxicos, menos persistentes en 
el medio y con un espectro de acción menos amplio para cumplir los requisitos 
exigidos en los mercados de todo el mundo. 
• Uso de sistemas expertos de decisión en el control de plagas: El MIP (Manejo 
Integrado contra Plagas) puede ser otra alternativa para reducir el uso de 
plaguicidas químicos. Se puede definir como un concepto que incluye la 
combinación de diversas medidas de control directas (medidas mecánicas, 
químicas o biológicas) e indirectas (métodos culturales, siembra y fertilización) 
para mantener las poblaciones de malas hierbas bajo un umbral económicamente 
admisible (Zwerger, 1996). 
 
 





1.3.2. Clasificación y modo de acción 
El Comité de Acción Contra la Resistencia a Herbicidas (HRAC) utiliza el modo de 
acción de los herbicidas en las plantas como criterio principal de clasificación. Esta 
clasificación es la que proporciona más información sobre la interacción última entre 
herbicida y planta (Duke y Dayan, 2001; Schmidt, 2005) y, consecuentemente, expresa 
el efecto fitotóxico del herbicida. De acuerdo a este Comité se dividen 25 grupos químicos 
(Tabla 4). Es una importante herramienta en el momento de la toma de decisión en la 
elección de las moléculas herbicidas para el control de las malas hierbas. 
La clasificación de los herbicidas según su modo de acción permite predecir, en forma 
general, su espectro de control sobre las malas hierbas, época de aplicación, selectividad 
a cultivos y su persistencia en el suelo (Ashton y Craft, 1981). 
Una de las características más importantes de los herbicidas es su modo de acción, en el 
cual interactúan procesos fisiológicos y bioquímicos, y que además, de acuerdo a Devine 
et al., (1993) implica todo un proceso de etapas relacionadas con la entrada, movimiento 
y llegada del herbicida hasta el sitio donde ejercerá el efecto fitotóxico en la planta.  
La mayoría de los herbicidas resultan letales para las plantas debido a su efecto sobre un 
sitio primario de especial relevancia biológica. Esta actuación suele conducir a una serie 
de efectos secundarios y terciarios que acaban produciendo la muerte de la planta. La 
acción del herbicida se puede estudiar en dos fases: la primera fase que conlleva el 
movimiento del herbicida al sitio de acción (bien por vía foliar o bien por vía radicular), 
mientras que la segunda fase conlleva las consecuencias metabólicas resultantes de la 











Tabla 4. Clasificación de los herbicidas según su modo de acción (HRAC, 2008). 
Grupo Modo de acción Familia química 








C1 Inhibición de la fotosíntesis en el fotosistema 
II 
Triazinas, triazinonas, uracilos, 
piridazinona, fenil-carbonatos 
C2 Inhibición de la fotosíntesis en el fotosistema 
II 
Ureas, amida 
C3 Inhibición de la fotosíntesis en el fotosistema 
II 
Nitrilos, benzotiadiazol, fenil-piridazina 
D Desviación del flujo electrónico en el 
fotosistema I 
Bipiridilos 
E Inhibición del protoporfirinógeno oxidasa 
(PPO) 
Difeniléteres, N-fenil-ftalamidas, 
tiadiazoles, oxadiasol, triazolinona 
F1 Decoloración: inhibición de la síntesis de 
carotenoides a nivel de la fitoeno desaturasa 
(PDS) 
Piridazinona, nicotinanilida, otros 
F2 Decoloración: inhibición de la 4-hidroxifenil-
piruvato-dioxigenasa (4-HPPD) 
Trikenona, ixosazol, pirazol 
F3 Decoloración: inhibición de la síntesis de 
carotenoides (punto desconocido) 
Triazol, isoxazolidinona, urea 
G Inhibición de la EPSP sintetasa Glicinas 
H Inhibición de la glutamino sintetasa Ácido fosfínico 
I Inhibición del DHP (dihidropterato) sintetasa Carbamato 
K1 Inhibición de la unión de los microtúbulos de 
la mitosis 
Dinitroalininas, fosforoamidatos, 
piridazina, ácido benzoico 
K2 Inhibición de la mitosis Carbamatos, benzileter 
K3 Inhibición de la división celular Cloroacetamidas, carbamato, acetamida, 
benzamida, oxiacetamida 
L Inhibición de la síntesis de la pared celular 
(celulosa) 
Nitrilos, benzamida 
M Desacopladores (alteración de la membrana) Dinitrofenoles 
N Inhibición de la síntesis de los lípidos (no 
ACCasa) 
Tiocarbamatos, fosforoditioato, 
benzofurano, ácidos clorocarbónicos 
O Auxinas sintéticas (como la acción del ácido 
indolacético, AIA) 
Ácidos fenoxi-carboxílicos, ácido 
benzoico, ácido piridin-carboxílico, ácido 
quinolin-carboxílico, otros 
P Inhibición del AIA Ftalamato, diflufenzopir 
R/S/T/Z Desconocido Ácido arilamino propiónico, 
organoarsenicales, otros 
 
1.3.3. Herbicidas Imidazolinonas 
Las imidazolinonas fueron desarrolladas en la década de los 80 por la American Cynamid 
Company en Princeton, New Jersey (EEUU), actualmente BASF Corporation. Estas no 
fueron desarrolladas con el objetivo de inhibir la enzima ALS, aunque estudios 




posteriores demostraron, gracias a la introducción del ingrediente activo imazaquin 
(Scepter®), que estos herbicidas actuaban inhibiendo dicha enzima (Shaner et al., 1984). 
Desde su aparición, han tenido un gran éxito en la agricultura moderna, no sólo por su 
alta eficacia en ciertos cultivos de cereales (Clearfield®) y en leguminosas, sino también 
por su baja toxicidad en mamíferos y su bajo impacto ambiental (Aichele y Penner, 2005; 
FAO, 2012). En 1998 apareció una nueva imidazolinona bajo el nombre de imazamox 
(Ácido (RS)-2-(4-isopropil-4-metil-5-oxo-2-imidazolin-2-il)-5- metoximetilnicotínic) 
(Brady et al., 1998; Comisión Europea, 2002). 
Todas las imidazolinonas presentan en su estructura molecular un anillo imidazol con un 
grupo metilo, y una segunda estructura cíclica, generalmente un anillo aromático 
carboxilado, que puede variar (Duggleby et al., 2008). En el caso del imazetapir, imazapir, 
imazapic e imazamox se trata de un anillo pirimidínico, distinguiéndose entre ellas 
únicamente por el sustituyente del carbono 5 de ese anillo, en el caso del imazamox ese 
anillo va enlazado a un grupo metoximetil que lo distingue de los anteriores (Krieguer, 
2001). El anillo imidazol y la segunda estructura cíclica juegan un papel importante en la 
inhibición de la ALS, mientras que los diferentes grupos funcionales del anillo 
pirimidínico se relacionan con otras características del herbicida como su metabolismo 
en plantas (Tan et al., 2005). 
Su efectividad en campo es debida a una combinación de varios factores, entre los que se 
encuentran su fácil translocación, bajo metabolismo y persistencia en el suelo. En el caso 
concreto del imazamox, este es fácilmente absorbido por las hojas y también por las raíces 
Lorente, 2003; Jiménez, 2016).  
Son herbicidas que controlan un amplio espectro de malas hierbas y se usan de forma 
generalizada en cultivos de cereales, leguminosas y en plantaciones forestales. Como 
hemos visto, su modo de acción primario es la inhibición de la enzima acetolactato sintasa 
(Powles y Yu, 2010). 
1.3.4.  Inhibición de la enzima acetolactato sintasa (ALS) 
La acetolactato sintasa (ALS) ó acetohidroxiácido sintasa (AHAS) es una enzima situada 
en los cloroplastos, está compuesta por dos subunidades, una mayor que es la catalítica y 
otra menor que es regulatoria. El sitio activo de la enzima se localiza en la interfase entre 




las dos subunidades, cercano al sitio propuesto de unión de los herbicidas (Pang et al., 
2002). 
Su función primordial es catalizar el primer paso común en la biosíntesis de los 
aminoácidos de cadena ramificada: valina, leucina e isoleucina (Figura 4), que son 
aminoácidos esenciales imprescindibles para el desarrollo de plantas y microorganismos 
(Saari y Mauvais, 1996; Powles y Yu, 2010). Actúa deteniendo el crecimiento y 
produciendo posteriormente la muerte en plantas susceptibles poco tiempo después de la 
aplicación (4-6 semanas después de la aplicación). 
Junto a este mecanismo primario, se producen unos efectos secundarios de producción de 
2-cetobutirato, alteración del transporte de fotosintatos y disminución en la síntesis de 
proteínas interviniendo en el mecanismo general causante de la muerte de las plantas 
sensibles a inhibidores de la ALS (Tranel y Wright, 2002). 
 
 
Figura 4. Ruta biosintéica de los aminoácidos valina, leucina e isoleucina (Coruzzi y Last, 2000). 




Esta enzima condensa dos moléculas de piruvato para formar CO2 y 2-acetolactato, que 
es el precursor de valina y leucina. La ALS también puede desarrollar la misma reacción 
con piruvato y 2-cetobutirato para formar CO2 y 2-acetohidroxibutirato, un precursor de 
isoleucina. La ALS requiere FAD, tiaminapirofosfato (TPP) y Mg para su actividad, y la 
enzima produce hidroxietil-TPP (HETPP) como producto intermedio. 
El gen de la acetolactato sintasa tiene un tamaño aproximado de 2,1 Kb y codifica una 
proteína que contiene entre 650-700 aminoácidos. Las mutaciones que confieren 
resistencia tienen lugar fundamentalmente en 5 dominios conservados (llamados A, B, C, 
D y E) (Devine y Eberlein, 1997). Estos dominios están agrupados en dos zonas en la 
molécula: una comprende los aminoácidos 124 a 205 (usando la secuencia Arabidopsis 
como patrón para la numeración de aminoácidos) y otra que va de los aminoácidos 574 a 
653. 
Las mutaciones que no afectan la actividad catalítica de ALS pero que reduce la 
sensibilidad a los herbicidas, se producen en cinco posiciones de amino ácido altamente 
conservadas, conocidas como Ala122, Pro197, Ala205, Trp574 y Ser653 (Tranel y 
Wright, 2002; Jander et al., 2003; Patzoldt et al., 2001; Kolkman et al., 2004). Las 
mutaciones en Ala122 y Ser653 en la subunidad catalítica de ALS confieren una fuerte 
resistencia a imidazolinonas pero no a sulfonilureas (Bernasconi et al., 1995; Hattori et 
al., 1992). Pro197 es el aminoácido que más frecuentemente presenta sustituciones en el 
sitio de unión con el herbicida en la enzima ALS, dando alto nivel de resistencia a 
herbicidas sulfonilureas (Tranel y Wright, 2002; Powles y Yu, 2010; Yu y Powles, 2014). 
Los herbicidas que actúan en la enzima acetolactato sintasa (ALS) inhibiéndola, 
comprenden cinco familias químicas (Figura 5). Dichas familias son las imidazolinonas 
(IMI), sulfonilureas (SU), triazolopirimidinas (TP), pirimiditiobenzoatos (PTB) y sulfonil 
amino carbonil triazolinonas (SCT), todos ellos muy utilizados en el mundo debido a su 
amplio espectro de control de malas hierbas (Mallory-Smith y Retzinger Jr., 2003; 
Arregui y Puricelli, 2008). Aunque alguno de ellos con limitaciones reglamentarias en 
algunos países. 





Figura 5. Herbicidas inhibidores de acetolactato sintasa (ALS) (Heap, 2002). 
 
1.3.5. Glufosinato 
El glufosinato es un herbicida que se descubrió en el año 1972 en unos laboratorios de 
Alemania cuando se estaba aislando un aminoácido de una especie de bacteria del suelo 
llamada Streptomyces viridochromogenes (Bayer et al., 1972), demostrándose en poco 
tiempo que este aminoácido presentaba actividad herbicida. El glufosinato pertenece a la 
familia química de los derivados de los ácidos fosfónicos. Este herbicida inhibe la 
actividad de la enzima glutamina sintetasa (GS) (Figura 6), es no selectivo y de origen 
natural. No es absorbido por tallos lignificados, lo que permite su uso en frutales y en 
vides (cultivos leñosos). La estructura del glufosinato es el tripéptido fosfinotricina (PPT) 
unido a dos moléculas de alanina. El glufosinato amonio es una mezcla de D y L 
fosfinotricina. Su nombre químico es 2-amino-4-(hidroximetilfosfinil) butanoato 
amónico. 





Figura 6. Herbicidas inhibidores de la GS. Glufosinato y bialafos. 
1.3.6. Actividad GS en plantas 
La glutamina sintetasa cataliza la síntesis de L-glutamina a partir de L-glutamato ATP y 
NH3 (Figura 7). La GS utiliza el NH3 producido por la reducción del nitrato, la 
degradación de aminoácidos y la fosforilación, y cataliza la condensación dependiente de 
ATP del glutamato que carga un amonio dando glutamina. La hidrólisis del ATP 
direcciona el primer paso de un mecanismo consistente en dos etapas. El ATP fosforila 
el glutamato para formar ADP y el intermediario acetil fosfato para dar un γ glutamil 
fosfato que reaccionará con el ión amonio, formando glutamina y un fosfato inorgánico. 
 
Figura 7. Reacción de catálisis de la GS y su efecto en la biosíntesis de la asparragina. 




1.4.  Mecanismos de resistencia de las plantas a herbicidas 
1.4.1. Definición resistencia-tolerancia 
Existe un gran número de herbicidas que resultan eficaces frente a cualquier tipo de 
planta, los más importantes son los herbicidas capaces de controlar un amplio espectro de 
malas hierbas sin afectar a los cultivos en los que se aplican. Esta acción selectiva hace 
que determinadas especies de cultivos, y también de malas hierbas, sean capaces de 
sobrevivir y desarrollarse a las dosis recomendadas de aplicación agrícola del herbicida. 
Este tipo de respuesta se conoce como tolerancia natural y ha sido definida por el HRAC 
como la “habilidad/aptitud heredable de una especie vegetal a sobrevivir y reproducirse 
después de un tratamiento, pudiendo considerarse como una característica a nivel de 
especie”. El término tolerancia se usa no sólo para referirse a variaciones entre especies 
sino también en relación con la variabilidad dentro de una misma especie (Lebaron y 
Gressel, 1982). 
Gracias a la presión selectiva impuesta por la aplicación continuada de herbicidas, es 
posible el desarrollo de biotipos que dejan de ser sensibles a un determinado producto al 
que originalmente eran susceptibles. A este fenómeno se denomina resistencia, siendo 
una característica adquirida por un biotipo de una especie que carecía de ella (HRAC). 
Asimismo, la resistencia es un proceso evolutivo en el que una población cambia de ser 
sensible a ser resistente, es decir, la proporción de individuos originalmente resistentes 
dentro de la población se incrementa a lo largo del tiempo. 
El término resistencia se puede asociar a mecanismos de resistencia que posee un 
individuo (Jutsum y Graham, 1995), o a familias de herbicidas a los que es resistente 
(Rubin, 1991). Surgiendo así los conceptos de resistencia cruzada y resistencia múltiple. 
El término resistencia cruzada se usa para describir una población de malezas que es 
resistente a dos o más herbicidas (de la misma familia química) debido a la presencia de 
un mecanismo de resistencia único. También se puede hablar de resistencia cruzada 
negativa, dándose en aquellos casos en los que un biotipo resistente a un herbicida exhibe 
un aumento en la sensibilidad a otros herbicidas con distinto modo de acción o de 
degradación (De Prado et al., 1992). 
El concepto de resistencia múltiple se refiere a aquellas plantas resistentes a dos o más 
grupos diferentes de herbicidas con dos o más mecanismos de resistencia. Esta resistencia 




es más compleja y de difícil solución, ya que se atribuye a diferentes mecanismos que 
operan a nivel de absorción, retención, translocación y metabolismo (Retzinger y 
Mallory-Smith, 1997). 
Por último, tolerancia y resistencia son expresiones usadas para diferenciar la intensidad 
de un mismo fenómeno, siendo la resistencia un caso extremo y menos frecuente de 
tolerancia (Holt y LeBaron, 1990). 
1.4.2. Mecanismos de resistencia 
El grado de resistencia depende de la relación entre individuos resistentes y sensibles en 
una misma población (Moss, 2002). Es importante tener en cuenta que la proporción de 
genes resistentes en toda la población puede haberse incrementado durante años antes de 
que se advierta un problema de control en campo. 
La aplicación anual de plaguicidas es de millones de toneladas por año. Sin embargo, se 
ha estimado que sólo un pequeño porcentaje de estos productos alcanzan el organismo 
objetivo, el resto se deposita en el suelo y en organismos no objetivo y se mueve hacia la 
atmósfera y el agua (Rodríguez-Castellanos y Sánchez-Hernández, 2007). 
Existen al menos cinco mecanismos generales de resistencia, asociados a procesos 
fisiológicos y estructurales en las plantas, que pueden explicar la resistencia a herbicidas 
(Sherman et al., 1996). Estos son: 
a) Pérdida de afinidad por el sitio de acción: Los herbicidas resultan letales para las 
plantas debido a su actividad sobre el sitio de acción primario, éste suele ser específico 
y la acción del herbicida sobre él suele conducir al desarrollo de efectos secundarios, 
que normalmente producen la muerte de la planta (Cobett et al., 1994). Una o varias 
mutaciones en la secuencia aminoacídica del sitio primario de acción pueden resultar 
en una pérdida de afinidad del herbicida por ese sitio, imposibilitando la unión 
efectiva de ambos e impidiendo así la continuidad del proceso vital mediado por dicho 
sitio (Devine y Shimabukuro, 1994; Grownwald, 1994; Saari et al., 1994). Este tipo 
de mecanismo es el que exhiben la mayoría de los biotipos resistentes descritos hasta 
el momento. Se caracteriza por conferir un alto grado de resistencia al herbicida 
empleado e incluso a otras moléculas pertenecientes a la misma familia química. 
b) Secuestración o compartimentación: Son mecanismos de resistencia o tolerancia poco 
conocidos debido a que los indicios en los que se apoyan son circunstanciales en su 




mayoría (Coupland, 1991; Owen y Pallutt, 1991; Ge et al., 2010). Los pocos casos 
encontrados en bibliografía justifican la resistencia, tanto en líneas de cultivos 
celulares como en plantas enteras, como un incremento en la capacidad de secuestrar 
el herbicida o los metabolitos potencialmente fitotóxicos en la vacuola celular. Los 
procesos subyacentes a estos mecanismos de secuestración son todavía desconocidos. 
c) Reparación de efectos fitotóxicos: Algunos herbicidas ariloxifenoxipropanoatos 
inhibidores de la enzima acetil coenzima A carboxilasa, despolarizan en potencial de 
la membrana plasmática en células parenquimáticas de Avena sativa, Triticum 
aestivum, Lolium rigidum, etc. La capacidad despolarizadora de algunos de estos 
herbicidas como diclofop-metil se debe al flujo específico de protones que este 
compuesto produce hacia el interior de la célula (Shimabukuro y Hoffer, 1997). 
Aunque también se han identificado biotipos de malas hierbas cuyo mecanismo de 
resistencia al diclofop-metil parece ser debido a la capacidad de recobrar el potencial 
de membrana una vez que se ha retirado el herbicida causante de la despolarización 
(De Prado et al., 1999). 
d) Reducción de la concentración de herbicida en el sitio de acción: Una condición 
necesaria para lograr efectividad de un herbicida es que una concentración suficiente 
alcance su sitio de acción para que el efecto sea letal. La falta de movimiento de un 
herbicida reduce la concentración de éste en el sitio de acción, lo que le permite 
mantenerse funcional. Las bajas concentraciones pueden deberse a la reducción en la 
penetración, absorción, translocación o a la existencia de fenómenos de secuestración 
en orgánulos celulares. la falta de absorción, penetración o translocación de herbicidas 
es básicamente un mecanismo de tolerancia existente en numerosos cultivos y en 
algunas malas hierbas (Hess, 1985; De Prado et al., 2001; Michitte et al., 2004; Ruíz-
Santaella et al., 2004; Cruz-Hipolito et al., 2009). 
e) Metabolización a especies no tóxicas: Los procesos de detoxificación metabólica se 
caracterizan por ser procesos biológicos con los que las moléculas tóxicas son 
metabolizadas a compuestos inocuos o menos tóxicos. En los procesos de 
destoxificación metabólica los biotipos resistentes son capaces de degradar el 
herbicida antes de que éste cause daños irreversibles (De Prado, 2012; Villalba, 2009). 
La velocidad de degradación enzimática puede variar debido a factores endógenos y 
exógenos como el estadio de crecimiento de la planta o las condiciones climáticas. 
Los procesos de detoxificación metabólica de herbicidas en tejidos vegetales pueden 
dividirse en tres fases (Tabla 5) (Shimakuburo, 1985; Hatzios, 1991). 





Tabla 5. Tres fases del metabolismo de plaguicidas (Shimakuburo, 1985; De Prado et al., 2004). 
Características Propiedades iniciales Fase I Fase II Fase III 
Reacciones Compuesto inicial Oxidación, 
hidrólisis, 
reducción 
Conjugación Conjugación secundaria 
o incorporación a 
biopolímeros 
Solubilidad Lipofílico Ambifílico Hidrofílico Hidrofílico o insoluble 
Fototoxicidad Tóxico Modificada o 
menos tóxico 
Muy reducida 
o no tóxico 
No tóxico 






Fase I (conversión). Algunos herbicidas pueden ser conjugados directamente, sin 
embargo, otros no poseen sustituyentes disponibles en sus moléculas (grupos amino, 
hidroxilo, sufhidrilo, etc.) que puedan reaccionar para formar conjugados con 
constituyentes celulares. Estos herbicidas deberán ser convertidos en compuestos más 
solubles en agua y menos tóxicos mediante algunas de las siguientes reacciones: 
-Hidrólisis: Estas reacciones están catalizadas por enzimas hidrolíticas (esterasas, 
fosfatasas o amidasas, dependiendo del sustrato). En las transformaciones hidrolíticas se 
rompen los enlaces de un sustrato por adición a cada producto de H u OH proveniente del 
H2O. Hay muchas enzimas hidrolíticas capaces de metabolizar una gran variedad de 
sustratos, particularmente aquellos que contienen grupos funcionales amida, carbamato o 
éster. Estas enzimas pueden estar compartimentalizadas o ser extracelulares, y las 
reacciones pueden ocurrir tanto en condiciones aerobias como anaerobias. La hidrólisis 
de enlaces éster de herbicidas en plantas y microrganismos ha sido ampliamente estudiada 
y analizada (Incledon y Hall, 1997; Hoagland y Zablotowicz,1998). La hidrólisis del 
enlace éster se realiza principalmente por esterasas y, en menor medida, por lipasas y 
proteasas. Con respecto a la hidrólisis de enlaces amida, el propanil es el herbicida más 
estudiado. 
-Oxidaciones, oxigenaciones e hidroxilaciones: Todas ellas se pueden incluir en un grupo 
denominado transformaciones oxidativas. La oxigenación es el primer paso más frecuente 
en la biotransformación de herbicidas, siendo las hidroxilaciones las más frecuentes 




observadas en plantas. La destoxificación por hidroxilación y la porsterior formación de 
un conjugado glicósido son especialmente importantes como mecanismos de selectividad 
y resistencia a herbicidas en monocotiledóneas. Muchas de estas reacciones están 
mediadas por enzimas oxidativas (p.e. citocromo P450) que son las enzimas más 
importantes en la primera fase del metabolismo de un herbicida (Barret, 2000). Los 
herbicidas pueden influir en los sistemas citocromo P450 actuando como efectores, 
modificando o regulando así el metabolismo de los herbicidas en una planta. Además de 
las enzimas citocromo P450, actuando como efectores, modificando o regulando así el 
metabolismo de los herbicidas en una planta. Además de las enzimas citocromo P450, las 
plantas producen otras enzimas oxidativas que catalizan la polimerización de varias 
anilinas y fenoles (Dec y Bollag, 2001). Las peroxidasas que median el metabolismo de 
herbicidas que funcionan de manera similar a las P450 intervienen en descarboxilaciones, 
oxidaciones sulfúricas, N-desmetilaciones, hidroxilaciones del anillo y oxidaciones 
aromáticas del grupo metilo (Lamoureux y Frear, 1979). En plantas, a menudo las 
enzimas peroxidasas funcionan en la tercera fase del metabolismo (p.e. formación de 
residuos ligados) 
Fase II (conjugación). Los conjugados suelen ser los metabolitos finales en los procesos 
de detoxificación de herbicidas. La naturaleza de estos conjugados suele ser muy diversa, 
con azúcares, aminoácidos, péptidos y lignina como grupos orgánicos y enlaces de tipo 
éster, éter, tioéter, amida o glucosídico. 
- Conjugación con glutatión: constituye un mecanismo de detoxificación de gran 
importancia en muchos tejidos vegetales. Se trata de una sustitución nucleofílica en 
la que el anión glutatión GS- sirve de nucleófilo, actuando los grupos cloro, p-
nitrofenol o alquil-sulfóxido como posibles grupos a sustituir en la molécula de 
herbicida (Lamoureux y Fear,1979). La conjugación con el tripéptido glutatión está 
catalizada por una familia de enzimas denominadas glutatión -S-transferasas más o 
menos específicas que encuentran de manera constitutiva o inducible en muchos 
tejidos vegetales (Devine et al., 1993). 
- Conjugación con aminoácidos: De forma general la hidrólisis de glutatión en este tipo 
de conjugados suele producir un conjugado de cisteína que puede ser posteriormente 
malonizado. Sin embargo, en el caso del herbicida clorfemprop sólo se ha descrito en 
trigo el conjugado de cisteína, y no el de glutatión (Pont y Collet, 1980), siendo 




posible que la cisteína pueda actuar como nucleófilo en una reacción de conjugación 
similar a la descrita en el glutatión. 
- Conjugación con azúcares: Los conjugados glucósidos más frecuentes en plantas son 
los β-D-glucopiranósidos junto con los N-glicósidos, O-glucósidos y ésteres de 
glucosa. Este tipo de reacciones están catalizadas por glucosil-transferasas que 
utilizan UDP-glucosa como donante de glucosa (Mansager et al, 1983). De todas estas 
reacciones, la formación de O-glucósidos es la más común. Esta formación sigue 
normalmente a la introducción de grupos hidroxilo en la molécula de herbicida por 
monooxigenación e implica la conjugación del herbicida o de sus metabolitos con un 
azúcar, aminoácido o glutatión, incrementando su solubilidad en agua y reduciendo 
la toxicidad del compuesto. Generalmente, los metabolitos formados en la fase II 
tienen poca o nula fitotoxicidad y pueden ser almacenados en orgánulos celulares. 
 
Fase III (Deposión). La ruta metabólica seguida por un herbicida afecta en gran manera 
el uso de los metabolitos final. Los conjugados glucósidos se depositan en la vacuola 
donde quedan almacenados, mientras que los conjugados de origen aminoácidico se 
excretan a la pared celular donde se integran en el componente de lignina de aquélla, 
formando un residuo insoluble (Pillmoor y Caseley, 1984). Es decir, esta fase implica la 
transformación de los metabolitos de la fase anterior en conjugados secundarios con nula 
toxicidad (Hatzios,1991). 
  
Esta división no constituye una regla general, dado que alguna de las fases puede no estar 
presente en los procesos de detoxificación. La molécula de herbicida puede ser un 
proherbicida inactivo que debe ser enzimáticamente convertido en un compuesto activo. 
A veces, ciertos procesos de conjugación son de carácter reversible, por lo que sólo 
afectan de manera parcial a la cantidad de herbicida libre intracelular. 
  
La resistencia a herbicidas por detoxificación es un proceso muy frecuente. Sin embargo, 
este mecanismo suele estar asociado a fenómenos de resistencia cruzada, lo que implica 
que un mismo individuo tiene la capacidad de metabolizar moléculas muy diferentes 
pertenecientes a diversas familias químicas. Esta moderada resistencia a un amplio 
espectro de productos hace extremadamente difícil el control de estos biotipos de malas 
hierbas únicamente con métodos químicos. 
 




1.4.3. Desarrollo de cultivares resistentes a Imidazolinonas (IMI) 
 
El descubrimiento de especies silvestres tolerantes a inhibidores de la ALS ha permitido 
el desarrollo y comercialización de cultivos tolerantes a imidazolinonas (IMI). Esta 
tolerancia ha sido incorporada a través de métodos convencionales de mejoramiento, 
siendo por tanto semillas no transgénicas (Pfeninng et al., 2008), y se conoce con el 
nombre de tecnología Clearfield®. En la actualidad son cultivadas variedades de maíz, 
colza, arroz, trigo y girasol tolerantes a imidazolinonas (Tan et al., 2005). 
 
En la década de los 80, se iniciaron investigaciones encaminadas a obtener cultivares 
resistentes a estas materias activas aprovechando la propiedad que presentaban algunas 
malas hierbas para adquirir resistencia a herbicidas gracias a mutaciones naturales (BASF 
Corporation, 2014) y, en el año 2012, apareció en el mercado estadounidense el primer 
cultivo de maíz resistente. 
 
Uno de los temas de discusión de esta tecnología es el control del flujo de genes de 
resistencia en los sistemas agrícolas. Esta situación nos ha permitido un incremento 
significativo en el área de siembra, tanto en el cultivo de trigo como de arroz, así como 
ocurre en otros cultivos, debido al riesgo de que estos genes sean diseminados en malezas 
emparentadas con estos cultivos (Gressel y Valverde, 2009). 
 
La falta de un sistema de vigilancia estricta para las prácticas de manejo en el uso de 
cultivares genéticamente modificados resistentes a herbicidas en la producción agrícola, 
así como los obtenidos por mutación génica, propicia las condiciones para la ocurrencia 
de efectos indeseables a nivel del ecosistema. De acuerdo a Ashigh et al., (2008), el flujo 
de genes puede contribuir a la aparición de resistencias en malas hierbas en ausencia de 
la presión de selección impuesta por el herbicida.  
La rotación de cultivos, combinación de distintos sistemas de labranza, monitoreo de los 
lotes y limpieza de la maquinaria serían útiles, no sólo sobre malas hierbas resistentes 
sino como estrategia de manejo integrada para minimizar la probabilidad de surgimiento 
de resistencia (Powles et al., 1997; Barberi, 2004; Green, 2004; Shaner y Beckie, 2014), 
además de la implementación de alternativas de control que impliquen el uso de 
herbicidas con diferentes sitios de acción. 
 




Aunque, el sistema Clearfield®, mediante combinación de cultivos IMI-resistentes con 
herbicidas IMI, es capaz de controlar ciertas malas hierbas que otros herbicidas no pueden 
controlar en algunos cultivos (como es el caso de Aegilops cylindrica Host, que constituye 
un problema para la producción de trigo de invierno en EEUU). Antes de que fuera 
desarrollado el trigo IMI tolerante, no se había registrado que controlara de manera 
selectiva esta mala hierba sin que le causara daños al trigo (Anderson et al., 2004). 
 
Asimismo, la tecnología Clearfield® provee el más amplio control de malezas desde la 
siembra hasta la cosecha con una sola aplicación de herbicida (Colquhom et al., 2003). 
Cada herbicida de la familia Clearfield® está diseñado especialmente para proveer una 
excepcional actividad en post-emergencia para controlar malezas en cultivos específicos. 
 
Un aspecto clave es que estos herbicidas afectan a una enzima que se encuentra solamente 
en plantas y no en animales, pájaros, peces o insectos. Esta selectividad combinada con 
dosis bajas de aplicación hace que los herbicidas Clearfield® sean altamente compatibles 
con el medio ambiente. 
 
1.4.4. Mecanismos de resistencia de trigo Clearfield® a herbicidas 
imidazolinonas 
 
En el caso del trigo “Fidel” fue la primera variedad de trigo de invierno utilizada 
(Anderson et al., 2004) con una mutación que le aportaba resistencia a imazetapir 
(Newhouse et al., 1992; Ball et al., 1999). La última resistencia inducida en el cultivo del 
trigo fue al herbicida imazamox (Seefeldt et al., 1998), pero no fue hasta el año 2000 
cuando estos cultivares empezaron a comercializarse bajo la denominación Clearfield® 
(BASF Corporation, 2014). 
 
En España en el año 2004, se comercializó por primera vez el girasol Clearfield 
ofreciendo una solución novedosa en el control de Orbanche sp. (Jopo) (Tomás-Alvear, 
2007). 
 
El trigo IMI-resistente fue desarrollado por mutagenesis de una población de semillas de 
trigo (cv. Fidel), estas semillas fueron seleccionadas mediante tratamiento con imazetapir 
[ácido 5-etil-2-(4-isopropil-4-metil-5-oxo-2-imidazolin 2 il) nicotínico] seguido por una 




aplicación en pre-emergencia con el mismo herbicida. Cuatro plantas resistentes fueron 
seleccionadas y nombradas como selección primitiva Fidel (FpS) repitiéndose este mismo 
tratamiento desde la descendencia 1 a la 4, obteniéndose así la selección Fidel (FS). 
 
El trigo de invierno tiene tres genes de AHAS homólogos que se encuentran en los brazos 
largos de los cromosomas 6DL (AHASL 1D) llamados imi los cuales presentan una 
sustitución de aminoácidos (Ser653 por Asn) en el dominio E, que confiere una alta 
resistencia sólo a herbicidas de imidazolinonas (Pozniak et al., 2004). La FS-4 tiene la 
mutación imi1 y ha sido usado como donante para el mejoramiento de cultivares de trigo 
resistentes a imidazolinonas (Tan et al., 2005). Estos genes que confieren la resistencia 
han sido transferidos al cultivo mediante mejora clásica, dando lugar a nuevos híbridos 
comerciales denominados Clearfield® (Miller y Al-Khatib, 2002; Zollinger, 2003). 
 
Las especies sensibles metabolizan este herbicida lentamente o bien no lo metabolizan. 
Los estudios realizados por Fischer et al. (2000) usando inhibidores del citocromo P450 
(EC 1.12.12.1, P450s) presentaron a este como un mediador en la degradación del 
herbicida a través de su actividad monooxigenasa la cual permite la hidroxilación del 
compuesto a partir de un paso previo a la oxigenación. 
 
La resistencia a imidazolinonas mediante metabolismo ha sido estudiada en Myriophylum 
spicatum, soja, alfalfa, algunas especies de leguminosas (Ohba et al., 1997; Bukum et al., 
2012) y triticum (Rojano et al., 2015). Según los estudios anteriores, diferentes rutas 
metabólicas podrían estar involucradas, dependiendo de la estructura del anillo 
(pirimidina, benzeno o quinolona) y de los sustituyentes del herbicida en cuestión. En 
especies tolerantes/resistentes el metabolismo de imazamox ocurre por una hidroxilación 
del carbón en posición α del sustituyente 5- metoximetil del anillo de piridina, seguido 



















































2.1. Objetivo general 
El objetivo general del presente trabajo es estudiar la resistencia a nuevos herbicidas en 
trigo Clearfield® como herramienta alternativa de control de malas hierbas (L. rigidum). 
2.2. Objetivos específicos 
2.2.1. Evaluar el efecto de diferentes dosis de imazamox y glufosinato en 
cultivares de trigo Clearfield®. 
2.2.2. Establecer los niveles de resistencia de los cultivares de trigo IMI-
resistentes y sensible a imazamox y glufosinato, mediante: 
2.2.2.1. Ensayos dosis-respuesta en diferentes cultivares a distintas dosis 
de herbicidas en invernadero. 
2.2.2.2. Ensayos de inhibición de ALS y GS para determinar los niveles de 
resistencia. 
2.2.3. Estudiar los mecanismos de resistencia de los cultivares de trigo para 
establecer la causa principal de la resistencia: 
2.3.3.1. Retención foliar de los herbicidas. 
2.3.3.2. Absorción/translocación de imazamox y glufosinato. 
2.3.3.3. Metabolismo de imazamox y glufosinato. 
2.3.3.4. Secuenciación de ALS. 
2.2.4. Evaluar el herbicida imazamox en el control de malas hierbas (L. rigidum) 


















































































3. MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1. Material vegetal 
Para la realización de este trabajo, se han utilizado semillas de dos variedades de trigo 
diferente (Triticum aestivum y Triticum durum), además de una variedad de Lolium (L. 
rigidum). Para el caso de T. aestivum se utilizaron cuatro cultivares, uno de los cuales es 
un cultivar resistente (Rafalín) al tratamiento con imazamox, y dos de ellos (Pantera y 
Anza) poseen múltiple resistencia a imazamox + glufosinato, el otro cultivar utilizado 
como control sensible fue Gazul. Para la otra variedad (T.durum) los dos cultivares 
utilizados fueron Simeto como cultivar sensible y Antoñín como resistente a imazamox. 
El cultivar Rafalín procede del cruzamiento de Pantera (R) x Gazul (S) realizado en 
trabajos anteriores por el grupo de investigación en el que se ha llevado a cabo el presente 
trabajo y el cual posee dos mutaciones ya conocidas (imi1 e imi2) descritas por Jiménez 
et al., 2016). Las líneas Anza y Pantera provienen del cruzamiento del cultivar T-590 
resistente a glufosinato (IAS/CSIC-Córdoba, España) x Pantera Clearfield® resistente a 
imazamox (INIA-Carillanca, Chile). La línea T-590 contiene el gen bar (resistente a 
bialofos) que codifica la enzima PAT (Rojano-Delgado et al., 2013); mientras que Pantera 
posee las mutaciones descritas por Jiménez et al., (2016) en la posición Ser-653-Asn. Por 
otro lado, el biotipo resistente de Triticum durum (Antoñín) viene de un cruzamiento de 
Simeto (S) x Tritordeum y presenta la mutación imi1 (Rodríguez-Suárez et al., 2009). El 
Tritordeum, a su vez, procede del cruzamiento de un Triticum durum con una cebada 
silvestre chilena. La obtención de Antoñín, Anza y Pantera, así como del Tritordeum han 
sido gracias al trabajo realizado por el mejorador Prof. Dr. Antonio Martín (CSIC-
Córdoba). 
 
3.2. Herbicidas utilizados y sus características 
3.2.1. Imazamox 
El imazamox (Figura 8), Ácido (RS)-2-(4-isopropil-4-metil-5-oxo-2-imidazolin-2-il)-5-
metoximetilnicotínic, es un herbicida de la familia de las imidazolinonas que inhibe la 
enzima acetolactato sintasa (ALS). Se usa en aplicaciones de post emergencia en dosis de 
35-45 g ia ha-1, para el control de malas hierbas gramíneas y de hoja ancha. El formulado 




Pulsar 40 SC (Imazamox 4% p/v SL) y el Imazamox de grado técnico (96,5% pureza) 
utilizados, fueron suministrados por BASF. 
Este herbicida sistémico es absorbido rápidamente por la parte aérea de las plantas, 
mientras que la absorción radicular es menor, translocándose por el xilema y el floema. 
Detiene el crecimiento de plantas susceptibles pocas horas después del tratamiento y los 
síntomas aparecen 1-2 semanas después, presentando áreas meristemáticas cloróticas 
seguida por un desarrollo lento de clorosis y necrosis foliar general. Las malas hierbas 
susceptibles lo metabolizan lentamente o incluso pueden no metabolizarlo (Shaner, 
2014). 
Algunas de las propiedades físicas y químicas del producto son: 
• Peso molecular: 322,4 g mol-1. 
• Fórmula molecular: C15H19N3O4. 
• Estado físico: sin olor, sólido (polvo). 
• Densidad: 1,39 g mL-1 a 20ºC. 
• Solubilidad: Muy soluble en agua. 
 
Figura 8. Estructura del imazamox. 
 
3.2.2. Glufosinato 
El glufosinato (Figura 9), 4-[hidroxi(metil)fosfinoil]-DL-homoalaninato de amonio, es un 
herbicida sistémico no selectivo postemergente. Desde el punto de vista biológico el 
glufosinato de amonio es un análogo natural del ácido glutámico. Este análogo se usa 
para una gran variedad de malezas de hoja ancha y para pastos con árboles frutales u 
orquídeas, viñedos, plantaciones de caucho y palma, árboles ornamentales y tierras no 
cultivadas, además de en cultivos de vegetales antes de la germinación. 




El principal mecanismo de acción del glufosinato es mediante inhibición de la glutamina 
sintasa (GS). El herbicida se une al ATP formando un complejo glutamino sintetasa-
glutamino fosfato con el cual el NH3 no puede reaccionar, quedando la enzima inhibida 
irreversiblemente provocando una disminución en los niveles de ácido aspártico y 
asparragina, entre otros fenómenos. El flujo de electrones en la fotosíntesis se ve inhibido 
por la disminución de los grupos amino que provee el ácido glutámico los cuales los 
utiliza el glioxilato en el peroxisoma. El glioxilato se acumula reduciendo la fijación del 
CO2 en el ciclo de Calvin, inhibiendo la fase luminosa de la fotosíntesis. En presencia de 
luz, la inhibición del flujo de electrones produce clorofila en estado triplete (estado 
inestable altamente energético) lo que conlleva la peroxidación de lípidos y el daño 
irreversible de las membranas biológicas. Además de acumularse el glutamato también 
lo hace el amonio, ya que es una ruta de fijación de nitrógeno en plantas, inhibiéndose la 
fosforilación en la fotosíntesis (Tachibana et al., 1986; Sauer et al., 1987; Hoerlein, 1994). 
Algunas de sus características principales son: 
• Peso molecular: 198,2 g mol-1. 
• Fórmula molecular: C5H15N2O4P. 
• Estado físico: Polvo cristalino de color blanco a amarillo claro, con olor 
ligeramente picante. 
• Densidad: 1.4 g mL-1 a 20ºC. 












3.3. Condiciones de crecimiento 
Las semillas se colocaron en placas Petri de 9 cm de diámetro con una base de papel de 
filtro y 5 mL de agua destilada. Se mantuvieron a 4ºC en la oscuridad durante 48h. Tras 
este periodo de bajas temperaturas y ausencia de luz, las semillas se llevaron a cámara de 
crecimiento hasta su germinación con una temperatura de 27ºC durante el día y 14ºC 
durante la noche, siendo el fotoperiodo de 14/10 horas (luz/oscuridad). Las semillas, 
previamente germinadas, se colocaron en macetas con capacidad de 1L que contenían una 
mezcla (1:1) de turba y arena como sustrato. Tras el trasplante fueron trasladadas al 
invernadero donde las plantas crecieron a 25-28/12-14ºC día/noche; con un fotoperiodo 
de 16 horas y 900 μmol m-2 s-1 de intensidad de luz suplementaria. Una vez las plantas 
alcanzaron un estado de crecimiento correspondiente a 3-5 hojas, se realizaron los 
tratamientos con herbicidas. 
3.4. Ensayos de dosis-respuesta 
Estos ensayos se realizaron para determinar los niveles de resistencia a imazamox e 
imazamox + glufosinato de los cultivares de trigo IMI-resistentes, además del cultivar 
sensible y la población de Lolium rigidum. Para ello se evaluó la ED50 (dosis de herbicida 
a la cual el crecimiento de la planta se ve reducido en un 50% respecto al control). Cuando 
las plantas de los diferentes cultivares alcanzaron la etapa de desarrollo de 3-5 hojas se 
aplicaron con el producto formulado Pulsar® 40 SC (imazamox 4% p/v, BASF) a las dosis 
de 0, 40, 80, 120, 160 y 240 g ia; de igual modo las dosis de la mezcla de imazamox + 
glufosinato (Finale®, 15% p/v, Bayer Hispania S. L.) usadas fueron: 0+0, 20+200, 
40+400, 60+600, 80+800, 100+1000 y 120+1200 g ia ha-1 para Anza y Pantera y 0+0, 
0.25+2.5, 1+10, 20+200 y 30+300 g ia para la variedad Gazul. En todos los tratamientos 
se añadió Dash® (34,5% p/v metil oleato/metil palmiatato), en dosis de 1,25 L ha-1 como 
coadyuvante. Para la aplicación de estos tratamientos se utilizó una máquina de aplicación 
experimental de herbicida (Devries Manufacturing, Hollandale, Minnesota, USA), 
equipada con boquillas de abanico plano Tee Jet 80.02 EVS (abertura uniforme de 80º y 
un volumen de 0,76 L min-1), ajustada a 200 kPa y volumen de aplicación en campo de 
250 L ha-1. 
Se realizaron diez repeticiones de cada uno de los ensayos. Una vez realizados los 
tratamientos, las plantas permanecieron durante 24h a temperatura ambiente antes de ser 




trasladadas al invernadero. Pasados 30 días se procedió a cortar la parte aérea de la 
plántula para realizar el pesaje de las mismas y cuantificar el peso fresco.  
Los pesos frescos fueron expresados en porcentajes respecto al control no tratado. 
Se determinó la ED50 en todos los cultivares utilizando un modelo de regresión no lineal 
descrito por Rojano-Delgado et al., (2012) usando el paquete estadístico Sigma Plot 10.0. 
Y = L + {(U - L) / [1 + (x / ED50)
b]} 
Donde Y es el peso fresco expresado en porcentaje respecto a las plantas no tratadas, U y 
L son coeficientes que pertenecen a las asíntotas inferior y superior, respectivamente, b 
es la pendiente de la curva, ED50 es la tasa efectiva requerida para reducir el peso fresco 
de la planta en un 50% y x (variable independiente) es la dosis del herbicida. 
Los valores de ED50 correspondientes a cada cultivar fueron usados para calcular el factor 
de resistencia (FR) de cada herbicida, obtenido como el cociente de la ED50 del cultivar 
R entre la ED50 del S (FR = ED50R / ED50S). 
3.5. Estudio de retención foliar 
Los ensayos de retención foliar del herbicida se realizaron siguiendo el método adaptado 
por Jiménez et al., (2005), mediante el cual se pulverizaron las plantas con una solución 
de imazamox a dosis de 40 g ia ha-1 y de 40+400 g ia ha-1  de imazamox + glufosinato 
(IMA+GLU), a ambas soluciones se le añadió un coadyuvante Dash® (34,5% p/v metil 
oleato/metil palmiatato), en dosis de 1,25 L ha-1 + un indicador visual (100 mg de 
fluoresceína por litro de NaOH 5 mM). Diez plantas de cada cultivar en estado de 
crecimiento de 3-5 hojas fueron pulverizadas, utilizando el mismo equipo de aplicación 
que en los ensayos de dosis respuesta descrito anteriormente. 
Una vez secas las hojas (25-30 min), se cortaron las plantas a nivel de suelo por lotes de 
10 y se colocaron, individualmente, en Erlenmeyers que contenían 50 mL de NaOH 5 
mM cada uno para, posteriormente, agitarlas durante 30 segundos y de ese modo eliminar 
los posibles restos de herbicida y de colorante que pudiera quedar en el tejido foliar. 
Se realizaron las lecturas de las soluciones de lavado mediante un espectrofluorímetro (F-
2500, Hitachi, Japón) a una longitud de onda de excitación de 490 nm  y 510 nm para 
emisión. 




Los tejidos cortados fueron empaquetados en sobres de celulosa y secados en un horno a 
80ºC durante 72 horas. La retención fue expresada en μL de imazamox y en μL (IMA + 
GLU) por gramo de materia seca respectivamente. 
3.6. Estudio de absorción y translocación de 14C-imazamox y 14C-
glufosinato 
Las pruebas de absorción y translocación de cada uno de los herbicidas se llevaron a cabo 
por separado. Tanto el imazamox como el glufosinato marcados con 14C se mezclaron 
con su fórmula comercial (Pulsar® 40 y Finale®, respectivamente) para preparar una 
solución con una actividad específica de 0.834 kBq μL-1. Las concentraciones finales 
correspondieron a 40 g ai ha-1 de imazamox (+ 1.25 L ha-1 de Dash HC) y 450 g ai ha-1 
de glufosinato, ambos en un volumen de aplicación de 250 L ha-1. Las plantas con 3-4 
hojas verdaderas (tratadas con 1 μL de solución de herbicida correspondiente a 0.834 kBq 
planta-1) se manipularon de acuerdo con Hatami et al. (2016). Para analizar el porcentaje 
de absorción y translocación, las plantas tratadas fueron cuidadosamente extraídas de la 
maceta y lavadas 3, 6, 12, 24, 48 y 96 h después del tratamiento (HDT) para imazamox, 
y a 6, 12, 24, 48 y 72 HDT para glufosinato. Los herbicidas no absorbidos fueron 
eliminados con solución de lavado de 3 mL de agua-acetona (9:1 v/v). 
Posteriormente, las plantas fueron separadas en hoja tratada, resto de planta y raíz. La 
solución de enjuague fue mezclada con 2 mL de líquido de centelleo (Ready Safe TM®, 
Beckman Coulter) y analizada por el detector LSC (Contador de centelleo, Beckman LS 
6500). Las muestras de las plantas fueron colocadas en una estufa a 60ºC durante 96h y 
después fueron combustionadas usando un oxidador biológico (Packaerd Tri Carb 307). 
El CO2 producido en la combustión fue retenido en 18 mL de una mezcla de Carbo-Sorb 
E y Permafluor (9:9 v/v) (Perkin-Elmer, BV Bioscience Packard). La radioactividad se 
cuantificó mediante LSC, y el porcentaje del herbicida absorbido se expresó como [KBq 
tejido oxidado mediante combustión / (KBq tejido oxidado mediante combustión + KBq 
obtenidos en el lavado)] x 100. Se realizaron tres repeticiones (3 plantas por repetición) 
y el experimento se realizó completamente al azar. 
La translocación de 14C-imazamox y 14C-glufosinato se visualizó utilizando un generador 
de imágenes de fósforo (Cyclone, Perkin Elmer, Packard Bioscience BV). Para ello las 
plantas tratadas con 1 μL de solución de herbicida no se separaron, sino que se dejaron 
enteras. Se lavaron y se fijaron en papel de filtro (25 x 12,5 cm), se secaron a temperatura 




ambiente durante 4 días y se colocaron durante 6 h junto a una película de 
almacenamiento de fósforo para visualizar el herbicida 14C mediante un generador de 
fósforo (Cyclone, Perkin-Elmer y Packard Bioscience BV). El experimento se llevó a 
cabo utilizando tres plantas de cada variedad en cada intervalo de tiempo. 
3.7. Estudio del metabolismo de imazamox 
Para este estudio se siguió la metodología descrita por Rojano-Delgado et al., (2015). 
Diez plantas de cada cultivar de trigo se trataron con imazamox a 40 g ai ha-1 (dosis de 
campo) como en los ensayos de dosis-respuesta. Conjuntamente, un grupo de 10 plantas 
de cada cultivar fueron tratadas con malation (1000 g ai ha-1) 1 h antes de la aplicación 
con imazamox, para evaluar si el citocromo P450 (Cit-P450) estaba involucrado en el 
metabolismo del imazamox. Un grupo de plantas se mantuvo como control. Las plantas 
tratadas con herbicida y los controles se cortaron 96 horas después del tratamiento y 
lavándose con 60 mL de agua destilada para eliminar el imazamox y los residuos del suelo 
en la superficie de la hoja. Finalmente fueron almacenadas a -40 ° C hasta su posterior 
estudio. Las muestras fueron homogeneizadas en un mortero de porcelana utilizando 
nitrógeno líquido. A continuación, 500 mg de cada muestra se mezclaron con 10 mL de 
metanol-agua (9:1 v / v), y los metabolitos se extrajeron mediante ultrasonidos a 70 W de 
potencia durante 10 min. El sobrenadante se separó por centrifugación (15 min a 15000 
rpm) y se evaporó a sequedad bajo una corriente de aire. El residuo sólido de esta fracción 
se reconstituyó en 500 μL de metanol-agua (9:1 v / v) y se filtró a través de un filtro de 
jeringa de nylon de 45 μm de tamaño de poro y 13 mm diámetro interno (Millipore 
Carrigtwohill, Irlanda), antes del análisis cromatográfico. 
Tanto para la identificación como para la determinación de imazamox y sus metabolitos 
en extractos de planta, se utilizó cromatografia de líquidos y detección por UV-Vis 
usando un detector de fotodiodos en fila (DAD). Se utilizó una columna C18 (20 cm x 
4,6 cm, con un tamaño de partícula de 3 micras) tanto para la identificación como para la 
determinación. 
50 μL de la fase reconstituida se inyectaron en el equipo usando una fase móvil compuesta 
por ácido acético 1% (v/v) en agua como fase móvil A, y metanol puro como fase móvil 
B. El programa de elución utilizado comienza con un 5% de fase móvil B y continua con 
el siguiente gradiente lineal. Paso 1: 5 a 20% de metanol durante 10 min; Paso 2: 20 a 
80% de metanol durante 10 min; Paso 3: 80 a 100% de metanol durante 10 min y Paso 4: 




100 a 5% de metanol durante 10 min. La velocidad de flujo se mantuvo constante junto 
con la temperatura de la columna a 1 mL min-1 y 40ºC, respectivamente. 
3.8. Acumulación de amonio 
Se colocaron 50 mg de discos foliares (5 mm de diámetro) de las hojas más jóvenes en 
tubos de 1.5 mL con 200 μL de diferentes concentraciones de glufosinato de grado técnico 
(0, 6.5, 12.5, 25, 50, 100, 200 y 300 μM) diluidas en el medio sacarosa / Tween 20. Los 
tubos se sellaron con cinta de microporos y se colocaron en una cámara de incubación a 
18 ºC con intensidad lumínica de 150 mmol m-2 s-1 durante 24 h, y 60% de humedad 
relativa. La acumulación de amoníaco en las plantas de trigo R y S se llevó a cabo de 
acuerdo con el método descrito por Dayan et al. (2015). La absorbancia de las muestras 
se midió con un espectrofotómetro a 630 nm. Los experimentos se repitieron dos veces 
evaluando tres muestras (cada una con tres repeticiones técnicas) por concentración de 
glufosinato de cada línea de trigo. El contenido de amonio se determinó usando cloruro 
de amonio como estándar (Sigma Aldrich, España). Los datos de la acumulación de 
amoníaco se expresaron como porcentaje de amonio respecto del control. 
3.9. Estudios de la actividad ALS 
La actividad ALS se determinó siguiendo la metodología utilizada por Hatami et al., 
(2016) con ligeras modificaciones. Se tomaron muestras de tres gramos de tejido foliar y 
se congelaron inmediatamente en N2 líquido. Posteriormente, las muestras se 
homogeneizaron en un mortero usando 5 mg de polivinilpirrolidona (PVPP). A 
continuación, se agregó un tampón de extracción compuesto por fosfato potásico 1 M (pH 
7.5), piruvato de sodio 10 mM, Cl2Mg 5 mM, pirofosfato de tiamina 50 mM, dinucleótido 
de flavina adenina 100 μM (FAD), ditiotreitol 12 mM y glicerol (1: 9 v / v). La solución 
se agitó durante 10 minutos a 4 ° C. El homogeneizado se filtró a través de gasa de 
algodón y se centrifugó (20000 rpm durante 20 min). El sobrenadante que contenía un 
extracto enzimático de ALS se usó inmediatamente para los ensayos enzimáticos. Para 
analizar la actividad de ALS, se añadieron 90 μL de extracto de enzima a 110 μL de 
tampón de ensayo recién preparado (solución de tampón fosfato potásico 0.08 M (pH 
7.5), piruvato de sodio 0.5 M, Cl2Mg 0.1 M, pirofosfato de tiamina 0.5 mM y 1 μM FAD). 
Luego, se agregaron concentraciones crecientes de imazamox en grado técnico (0, 0.1, 1, 
5, 10, 50, 100 y 1000 μM). La mezcla se incubó durante 60 min a 37 ° C. La reacción se 
detuvo después de la adición de 50 μL de H2SO4 y se incubó a 60 ° C durante 15 minutos. 




Finalmente, se añadieron 250 μL de una solución recién preparada de creatina en agua (5 
g L-1) y 250 μL de una solución de naftol en hidróxido sódico (50 g L-1 NaOH 5 M). Se 
incubó de nuevo a 60 ° C durante 15 minutos para facilitar la descarboxilación de 
acetolactato a acetoína. 
Se determinó la absorbancia a 520 nm usando un espectrofotómetro (Beckman Coulter, 
DU 640). Los valores de absorbancia se transformaron en valores de concentración de 
acetoína usando el coeficiente de extinción molar obtenido a partir de la curva patrón de 
acetoína. La actividad ALS fue medida mediante la estimación de la cantidad de 
acetolactato convertida en acetoína, la cual fue detectada como un complejo coloreado y 
medida en el espectrofotómetro. Dicha actividad se expresó en porcentaje respecto al 
control sin herbicida (x). 
La concetración de herbicida requerida para inhibir la actividad ALS al 50% (I50) se 
calculó a partir de gráficas lineales comparando porcentajes de inhibición frente al 
logaritmo de la concentración del herbicida, como previamente habían descrito Osuna y 
De Prado (2003). El factor de resistencia se calculó como I50 (R) / I50 (S). 
3.10. Estudio de la actividad GS 
La actividad de GS se determinó in vitro usando extractos de hojas jóvenes procedentes 
de tres líneas de trigo (5 g de tejido de cada una) tal y como se describe en Rhodes et al. 
(1975). Se utilizaron las concentraciones de glufosinato técnico (2-amino-4- 
(hidroximetilfosfinil) butírico, sal de amonio, 95% de pureza, Sigma Aldrich, España) en 
concentraciones de 0, 6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200 y 300 μM. La absorbancia de las 
muestras se midió en el espectrofotómetro a 540 nm. El contenido total de GS se midió 
usando el método de Bradford (Bradford, 1976). La actividad específica GS (nmol de 
glutamina mg-1 de proteína h-1) se determinó en ausencia de herbicida. 
Los experimentos se repitieron dos veces evaluando tres muestras (cada una con tres 
repeticiones técnicas) por concentración de herbicida de cada línea de trigo. 
3.11. Estudio de mutaciones en el gen ALS 
El análisis de secuencias se realizó mediante el método de Sanger en la unidad de 
genómica del Servicio central de apoyo a la investigación (SCAI) de la Universidad de 
Córdoba. 




Para la extracción de ADN se utilizaron 100 mg de material vegetal procedente de hojas 
jóvenes previamente congelado en Nitrógeno líquido y conservado a - 80ºC hasta su 
procesado. Las muestras se homogeneizaron en mortero con Nitrógeno líquido hasta 
obtener un polvo muy fino. A continuación, la extracción y purificación de ADN se 
realizó con el Kit DNeasy Plant mini kit de Qiagen siguiendo las instrucciones del 
fabricante. En total se analizaron 10 individuos de cada cultivar de Lolium y trigo. 
Para las reacciones de secuenciación se amplificaron mediante PCR dos regiones del gen 
de la ALS en las que previamente se han descrito mutaciones que confieren resistencia. 
Las condiciones de PCR y los primer utilizados fueron los descritos por Liu et al. (2013) 
para Lolium y en el caso de trigo se utilizaron los primers usados por Pozniak et al. en 
(2004). Los productos de PCR fueron purificados con el kit de Qiagen “QIAquick PCR 
Purification Kit”. Una vez purificadas las muestras se enviaron al SCAI para su 
secuenciación. 
3.12. Análisis estadístico 
Los datos de los ensayos de reducción de peso fresco y actividad enzimática se expresaron 
como porcentaje respecto del control y se sometieron a análisis de regresión no lineal para 
determinar la dosis de Imazamox e IMA + GLU necesaria para reducir el peso fresco 
(ED50) y para inhibir la enzima (ALS o GS) actividad (I50) en un 50% de cada cultivar 
usando la ecuación log-logística: Y = c + {(d-c) / [1+ (x / g) b]}; donde Y es el porcentaje 
de peso fresco o la reducción de la actividad enzimática (ALS o GS) con respecto al 
control, c y d son las asíntotas inferior y superior, b es la pendiente de la curva en el punto 
de inflexión, g la dosis de herbicida en el punto de inflexión (es decir, ED50 o I50), y x 
(variable independiente) es la dosis de herbicida. Los análisis de regresión se realizaron 
usando el paquete drc con el programa R versión 3.2.5 (Ritz et al. 2015) y SigmaPlot 11.0 
(Systat Software, Inc. EE. UU.). 
Los datos de retención foliar, absorción y translocación de 14C-imazamox y 14C-
glufosinato se sometieron a ANOVA. Para cada análisis, se evaluaron suposiciones tales 
como igualdad de varianza y distribución normal. Se realizó un análisis estadístico 













































4.1. Ensayos de dosis-respuesta 
Se confirmó la resistencia a imazamox en los dos nuevos cultivares de Rafalín y Antoñín. 
Los datos de los pesos frescos de las plantas se ajustan bien al modelo log-logístico de 
regresión no lineal, lo que permite estimar las dosis medias efectivas que redujeron el 
peso fresco en un 50% (ED50). Los cultivares de trigo blando presentaron valores de ED50 
de 2.4 y 224.8 g ai ha-1 para imazamox en Gazul y Rafalín, respectivamente. Además, los 
ED50 de los cultivares de trigo duro fueron 3.6 y 157.2 g ai ha
-1 para Simeto y Antoñín, 
respectivamente. Los factores de resistencia (FR) de los cultivares R fueron 43.7 y 93.7 
para Antoñín y Rafalín, respectivamente, en relación con sus correspondientes cultivares 
S (Figura 10, Tabla 6). 
De acuerdo con los intervalos de confianza (IC) del 95%, los cultivares S no mostraron 
diferencias significativas en los parámetros ED50 entre ellos. Independiente de la variedad 
de trigo, el cultivar Rafalín es el que soporta una mayor dosis de imazamox. 
 
 
Figura 10. Curvas de dosis-respuesta de la reducción de peso fresco con respecto a las plantas control no 
tratadas de cultivares susceptibles y resistentes a imazamox de las diferentes variedades de trigo blando 
(Triticum aestivum) y duro (Triticum durum) evaluadas 30 días después del tratamiento. Barras verticales 








Tabla 6. Parámetros de la ecuación sigmoidal utilizada para estimar la dosis de imazamox (g ai ha-1) 
necesaria para reducir el peso fresco de una población en 50% (ED50) en cultivares de trigo susceptibles y 
resistentes de trigo blando (Triticum aestivum) y duro (Triticum durum).  
 
Variedad Cultivar c d b R2aj P-valor ED50(IC95) FR 
 
Blando 
Rafalín (R) 99.5 -0.6 4.7 0.99 <0.0001 224.8 (17.6) 93.7 
Gazul (S) 96.2 2.4 2.26 0.99 0.0011 2.4 (0.6) --- 
 
Duro 
Antoñín (R) 96.2 0.4 4.7 0.98 0.0176 157.2 (12.9) 43.7 
Simeto (S) 99.9 4.1 2.2 0.97 0.0072 3.6 (1.1) --- 
c = límite inferior, d = límite superior, b = pendiente, R2 aj = 1 - (sumas de cuadrados de la regresión / 
sumas totales de cuadrados corregidas). FR = Factor de resistencia = ED50R / ED50S. Los valores IC95 son 
los límites superior e inferior (±) de los intervalos de confianza del 95% (n = 10). 
 
Igualmente, la resistencia a imazamox + glufosinato se confirmó en las líneas de trigo 
Anza y Pantera (Figura 11a). Gazul presentó valores de ED50 de 3.4 y 34.3 g ai ha
-1 de 
imazamox y glufosinato, respectivamente. Con base en estos valores, el factor de 
resistencia (FR) de las líneas R fue de 15.1 y 27.9 para Anza y Pantera, respectivamente, 
con respecto a la variedad Gazul (Tabla 7). Además, ambas líneas de trigo R 
sobrevivieron a una aplicación independiente a 40 + 750 g ai ha-1 de IMA + GLU (dosis 
recomendadas), respectivamente, mientras que la variedad S se vio gravemente afectada 
(Figura 11b). 
Tabla 7. Parámetros de la ecuación sigmoidal utilizada para estimar la dosis (g ai ha-1) de la mezcla 
imazamox (IMA) + glufosinato (GLU) necesaria para reducir el peso fresco en un 50% (ED50) en líneas 
de trigo blando susceptible y resistente (Triticum aestivum). 
Variedad 
ED50 (IC95%) 
c d b R2 aj FR 
IMA GLU 
Gazul 3.4 (0.75) 34.3 (7.53) 99.35 -1.43 1.38 0.99 -- 
Anza 51.7 (8.28) 517.3 (82.87) 95.78 2.48 2.96 0.95 15.1 
Pantera 95.8 (14.57) 958.2 (145.72) 99.76 1.42 1.00 0.95 27.9 
Y = c + {(d-c) / [1+ (x / g) b]} donde; Y = porcentaje de peso fresco con respecto al control, c = límite 
inferior, d = límite superior, b = pendiente, R2 aj = 1 - (sumas de cuadrados de la regresión / sumas totales 
de cuadrados corregidas), g = dosis de herbicida en el punto de inflexión (es decir, ED50), y x = dosis de 
herbicida. IC son los intervalos de confianza del 95% (n = 10). FR = Factor de resistencia = ED50R / ED50S. 





Figura 11. A) Curva de dosis-respuesta de la reducción del peso fresco respecto a las plantas de control no 
tratadas de diferentes líneas de trigo (Triticum aestivum), tratadas con mezclas de imazamox + glufosinato 
y evaluadas a los 21 días después del tratamiento. Barras verticales ± error estándar (n = 10). B) Plantas de 
trigo tratadas con 40 + 750 g ai ha-1 de imazamox y + glufosinato, respectivamente. 
 
4.2. Estudios de retención foliar 
Las cantidades medias de solución de imazamox retenidas en las hojas de las diferentes 
plantas de trigo fueron 103 ± 2.1, 92 ± 7.9, 96 ± 4.5 y 90 ± 8.1 μL g-1 de peso seco en 
Gazul, Rafalín, Simeto y Antoñín, respectivamente, sin diferencias significativas entre 
ellos. 
En cuanto a la retención foliar de la solución de herbicida (IMA + GLU), se encontraron 
diferencias entre las líneas de trigo, siendo el promedio de solución de herbicida retenida 
260 ± 42 (a), 240 ± 32 (a) y 190 ± 27 (b) μL g-1 de peso seco para Pantera, Anza y Gazul, 
respectivamente, lo que muestra que las líneas R retuvieron más solución de herbicida. 
 
 




4.3. Estudios de absorción-translocación 14C-imazamox y 14C-
glufosinato 
Los cultivares de trigo Gazul (S), Rafalín (R), Simeto (S) y Antoñín (R) presentaron una 
alta tasa de absorción de 14C-imazamox. A las 12 h después del tratamiento (HDT), los 
cultivares S presentaron un nivel de absorción de más del 87%, absorbiendo hasta más 
del 94% a las 96 HDT, mientras que los cultivares R exhibieron una absorción promedio 
de 73% y 88% a las 12 y 96 HDT, respectivamente. Aunque los cultivares S absorbieron 
más 14C-imazamox, las diferencias no fueron significativas con respecto a los cultivares 
R (Figura 12). 
 
Figura 12. Absorción de 14C-imazamox en variedades de trigo blando (Triticum aestivum) y duro 
(Triticum durum) susceptibles y resistentes a imazamox. Barras verticales ± error estándar (n = 5). 
 
Los cultivares S mostraron altas tasas de translocación de 14C-imazamox desde las hojas 
tratadas hasta el resto de la planta y las raíces. Las mayores diferencias en la translocación 
se observaron a las 96 HDT. Las tasas de translocación a las raíces de los cultivares R 
fueron 16.1% y 16.6% para Rafalín y Antoñín, respectivamente, para el herbicida 
absorbido. Translocando 8.5-10.3% menos de herbicida a las raíces que los cultivares S 
y reteniendo aproximadamente 60% en las hojas tratadas de ambos cultivares resistentes 
a imazamox. Para este tiempo, los cultivares S presentaron una mayor translocación de 
14C-imazamox de las hojas tratadas al resto de la planta y raíces (Tabla 8). 
 





Tabla 8. Porcentaje de translocación de 14C-imazamox en variedades de trigo duro (Triticum durum) y 
blando (Triticum aestivum) susceptibles y resistentes a imazamox.  
 
Cultivar HDT 
Translocación de imazamox (% del absorbido) 
Hoja tratada Resto de planta Raíz 
Variedades de trigo blando 
Gazul (S) 
3 95.1 ± 1.1 a 2.2 ± 0.7 h 2.6 ± 1.3 g 
6 88.8 ± 2.8 b 3.3 ± 2.5 h 7.9 ± 0.8 f 
12 73.3 ± 2.5 d 12.8 ± 2.3 f 13.9 ± 0.9 e 
24 65.6 ± 1.5 ef 14.5 ± 1.9 e 19.9 ± 1.8 c 
48 54.3 ± 3.9 g 22.9 ± 3.0 b 22.8 ± 2.1 b 
96 45.4 ± 2.5 h 30.0 ± 1.7 a 24.6 ± 1.8 a 
Rafalín (R) 
3 94.2 ± 1.5 a 3.3 ± 0.4 h 2.6 ± 1.1 g 
6 88.8 ± 3.3 b 2.9 ± 2.3 h 8.3 ± 1.2 f 
12 79.7 ± 3.3 c 6.9 ± 1.1 g 13.3 ± 2.6 e 
24 70.2 ± 2.4 de 16.1 ± 1.3 d 13.8 ± 1.9 e 
48 67.3 ± 4.1 e 18.6 ± 2.8 c 14.2 ± 3.0 e 
96 61.9 ± 3.6 f 22.1 ± 1.4 b 16.1 ± 2.0 d 
Variedades de trigo duro 
Simeto (S) 
3 92.4 ± 1.0 A 3.6 ± 0.6 H 4.0 ± 0.5 H 
6 84.8 ± 2.9 B 9.6 ± 3.1 G 5.6 ± 0.5 G 
12 77.1 ± 1.5 C 9.0 ± 1.3 G 13.9 ± 0.3 D 
24 51.7 ± 0.7 G 20.9 ± 1.9 D 27.3 ± 2.4 A 
48 42.6 ± 1.2 H 31.8 ± 2.1 B 25.6 ± 2.2 B 
96 38.0 ± 4.6 I 35.1 ± 1.7 A 26.9 ± 3.0 AB 
Antoñín (R) 
3 94.5 ± 1.7 A 2.2 ± 0.1 H 3.3 ± 1.6 H 
6 83.4 ± 1.5 B 8.3 ± 0.7 G 8.3 ± 1.2 F 
12 73.3 ± 3.1 C 15.5 ± 4.7 F 11.2 ± 1.6 E 
24 69.1 ± 3.1 D 18.5 ± 1.4 E 12.4 ± 2.1 DE 
48 63.9 ± 3.0 E 22.3 ± 2.4 D 13.9 ± 2.8 D 
96 59.2 ± 1.4 F 19.2 ± 1.7 C 16.6 ± 2.1 C 
HDT: horas después del tratamiento. Las medias con diferentes letras dentro de una columna son 
estadísticamente diferentes con una probabilidad del 95% determinada por la prueba de Tukey. ± error 
estándar de la media (n = 5). 
 




Para confirmar los resultados anteriores Se utilizó un generador de imágenes de fósforo. 
A las 96 HDT, las plantas R translocaron cantidades más pequeñas de 14C-imazamox de 
la hoja tratada a las raíces que las plantas S. Este hallazgo muestra que la translocación 
14C-imazamox podría haber contribuido a la resistencia de los cultivares R (Figura 13). 
 
 
Figura 13. Visualización de 14C-imazamox en plantas de trigo susceptibles y resistentes a imazamox a las 
96 HDT. La mayor concentración de 14C-imazamox se resalta en rojo. Las flechas indican la hoja tratada. 
 
Para los cultivares Anza y Pantera se observaron tasas de absorción foliar de 14C-
imazamox mayores al 50% desde las 3 HDT. Existiendo diferencias en las líneas de trigo 
entre las 3 y las 12 HDT. En este período, las dos líneas R absorbieron una mayor cantidad 
de herbicida que el cultivar S (Gazul). Sin embargo, no existieron diferencias de absorción 
entre líneas de trigo desde las 24 HDT, mostrando tasas de absorción de 14C-imazamox 
superiores al 90% en todos los casos (Figura 14). 





Figura 14. Absorción de 14C-imazamox en plantas susceptibles y resistentes de trigo (Triticum aestivum) 
desde las 3 a las 96 h después del tratamiento (HDT). Barras verticales ± error estándar (n = 5). 
 
Estos cultivares de trigo (Anza y Pantera) mostraron altas tasas de translocación de 14C-
imazamox desde la hoja tratada al resto de la planta y las raíces. En el primer periodo (3 
a 12 HDT), el 14C-imazamox se retuvo principalmente en la hoja tratada, pero a partir de 
las 24 HDT, se observaron altas tasas de translocación al resto de la planta y las raíces 
(Figura 15). A las 96 HDT, la cantidad de 14C-imazamox cuantificada en cada sección de 
la planta, fue similar entre las líneas de trigo que oscilaban entre 30 y 40% (Figura 16). 
 
Figura 15. Visualización de 14C-imazamox a las 96 HDT. La mayor concentración de 14C-imazamox se 
resalta en rojo. Las flechas indican la hoja tratada. 





Figura 16. Translocación de 14C-imazamox de la hoja tratada al resto de la planta y raíces desde las 3 a las 
96 HDT. Las barras verticales representan ± errores estándar (n = 5). 
 
Las tasas de absorción foliar de 14C-glufosinato fueron inferiores al 40%. Se observaron 
diferencias en las tasas de translocación excepto a las 12 HDT. En general, las dos líneas 
R absorbieron una mayor cantidad de herbicida que el cultivar S (Figura 17). 
 
Figura 17. Absorción de 14C-glufosinato desde las 3 a las 96 HDT. Las barras verticales representan ± 
error estándar (n = 5). 
Los cultivares de trigo R (Anza y Pantera) y S (Gazul) mostraron bajas tasas de 
translocación de 14C-glufosinato, sin diferencias significativas entre ellas. La mayor parte 
del herbicida (> 75%) se retuvo principalmente en la hoja tratada (Figura 18). Las 
cantidades de 14C-glufosinato que se translocaron al resto de la planta y las raíces fueron 
inferiores a 18 y 14%, respectivamente (Figura 19). 





Figura 18. Visualización de 14C-glufosinato a las 96 HDT. La mayor concentración de 14C-glufosinato se 
resalta en rojo. Las flechas indican la hoja tratada. 
 
 
Figura 19. Translocación de 14C-glufosinato de la hoja tratada al resto de la planta y raíces desde las 3 a 
las 96 HDT. Las barras verticales representan ± errores estándar (n = 5). 
 
4.4. Estudio de metabolismo de imazamox 
Las plantas R (Rafalín y Antoñín) presentaron un metabolismo rápido de imazamox a 
imazamox hidroxilado (imazamox-OH) y a un conjugado de glucosa (imazamox-
glucosa), metabolitos no encontrados en los cultivares S (Gazul y Simeto). Teniendo en 
cuenta que estos metabolitos provienen de imazamox, consideramos que la suma de todos 
ellos es del 100%, y por tanto, se puede calcular el porcentaje de imazamox metabolizado 




en hojas y raíces. Los cultivares R poseen un alto contenido de metabolitos a las 96 HDT 
en comparación con los cultivares S. En el caso de los cultivares de Rafalín y Antoñín, 
más del 90% correspondió a metabolitos de imazamox, mientras que los cultivares Gazul 
y Simeto no metabolizaron este herbicida. Cabe destacar que el cultivar Antoñín presentó 
mayores contenidos del metabolito glucosilado (84.1 μg g-1 en hojas y 47.6 μg g-1 en 
raíces) en comparación con el cultivar Rafalín (50.4 μg g-1 en hojas y 29.1 μg g -1 en 
raíces). La inhibición del metabolismo de Imazamox también se observó en plantas R 
tratadas con malatión. Este hallazgo sugiere que la monooxigenasa del citocromo P450 
(Cit-P450) está involucrada en este mecanismo de desintoxicación (Figura 20). 
 
Figura 20. Metabolismo de Imazamox en variedades de trigo blando (Triticum aestivum) y duro (Triticum 
durum) tratadas a dosis de campo (40 g ai ha-1 imazamox) a las 96 HDT. Las barras indican la desviación 
estándar de la media (n = 3). 
 




4.5. Acumulación de amonio 
Los cultivares de trigo R (Anza y Pantera) y S acumularon amoniaco en diferentes niveles. 
De 0 a 100 μM de glufosinato, la acumulación de amoníaco fue similar entre ellos. Sin 
embargo, Gazul, la línea de trigo S, mostró la mayor acumulación de amonio (365 ± 88 
μg de amoniaco por gramo de peso fresco) a 300 μM de glufosinato. A esta concentración 
de glufosinato, Pantera y Anza acumularon al menos un 60% menos de amoníaco que 
Gazul (Figura 21). 
 
Figura 21. Acumulación de amoníaco (%) a diferentes concentraciones de glufosinato (μM) en plantas de 
trigo (Triticum aestivum) susceptibles y resistentes. Barras verticales ± error estándar (n = 3). 
 
4.6. Estudio de la actividad enzimática ALS 
Las actividades in vitro de la enzima ALS en Gazul, Rafalín, Simeto y Antoñín fueron de 
287, 276, 302 y 293 nmol de acetoína mg-1 proteína h-1, respectivamente, no existiendo 
diferencias significativas entre ellas. El imazamox inhibió la actividad de ALS en todos 
los cultivares a medida que las concentraciones aumentaban. Para inhibir la actividad de 
ALS en un 50% (I50), se requirieron 3,8 y 5,3 μM de imazamox para Gazul y Simeto 
(cultivares S), respectivamente. Los cultivares R (Antoñín y Rafalín) presentaron FRs que 
fueron 13.8 y 82.7 veces mayores, respectivamente, en relación con su correspondiente 
cultivar S. Los cultivares R mostraron resistencia múltiple a los herbicidas de la familia 
IMI; sin embargo, no eran resistentes a las otras familias de herbicidas inhibidores de 
ALS (Figura 22, Tabla 9). 








Figura 22. Curvas de reducción de actividad ALS (%) de cinco familias inhibidoras de ALS en plantas 
susceptibles y resistentes a imazamox de las variedades de trigo blando (Triticum aestivum) y duro 









Tabla 9. Parámetros de la ecuación sigmoidal utilizada para estimar la concentración (μM) de herbicidas 
inhibidores de ALS necesarios para inhibir la actividad acetolactato sintasa en un 50% (I50) en variedades 
de trigo blando (Triticum aestivum) y duro (Triticum durum) susceptibles y resistentes a imazamox.  
Herbicida Cultivar c d b R2aj P I50(CI95) FR 
Imidazolinonas 
Imazamox 
Rafalín 100.0 4.2 2.1 1.00 <0.0001 314.1 (23.7) 82.7 
Gazul 98.3 2.0 2.9 0.99 <0.0001 3.8 (0.93) --- 
Antoñín 99.7 4.9 2.9 0.99 <0.0001 62.3 (8.2) 13.8 
Simeto 98.3 3.4 2.6 0.99 <0.0001 4.5 (0.87) --- 
Imazapyr 
Rafalín 100.0 5.4 3.4 0.99 <0.0001 176.6 (14.5) 25.6 
Gazul 100.0 3.2 3.2 0.99 <0.0001 6.9 (0.64) --- 
Antoñín 100.0 4.9 3.1 0.99 <0.0001 80.7 (6.2) 10.6 
Simeto 100.0 3.6 3.7 0.99 <0.0001 7.6 (0.81) --- 
Imazaquin 
Rafalín 100.0 5.9 4.6 1.00 <0.0001 88.6 (5.7) 36.9 
Gazul 99.9 2.3 2.1 0.99 0.0002 2.4 (0.23) --- 
Antoñín 99.0 5.9 5.2 0.99 <0.0001 59.9 (4.3) 28.5 
Simeto 100.2 1.5 1.6 0.99 <0.0001 2.1 (0.16) --- 
Otras familias de inhibidores de la ALS 
Tribenuron metil (SU) Rafalín 99.4 0.9 1.5 0.98 <0.0001 2.4 (0.11) 0.8 
 Gazul 100.0 1.8 1.1 0.96 0.0066 2.9 (0.22) --- 
 Antoñín 99.7 0.8 1.3 0.99 <0.0001 2.7 (0.31) 0.9 
 Simeto 100.0 1.1 1.1 0.98 <0.0001 2.8 (0.14) --- 
Florasulam (TP) Rafalín 100.0 2.0 1.1 0.96 <0.0001 1.3 (0.23) 1.4 
 Gazul 96.5 1.7 1.6 0.99 <0.0001 0.9 (0.14) --- 
 Antoñín 100.0 2.1 1.3 0.98 0.0005 1.2 (0.17) 1.5 
 Simeto 99.7 2.3 1.1 0.99 <0.0001 0.8 (0.11) --- 
Bispyribac sodium (PTB) Rafalín 96.0 2.5 4.5 0.99 <0.0001 4.7 (0.62) 1.1 
 Gazul 93.6 1.9 3.3 0.98 0.0011 4.4 (0.41) --- 
 Antoñín 94.0 2.4 4.4 0.98 0.0176 4.7 (0.62) 1.4 
 Simeto 96.4 1.4 1.9 0.98 0.0072 3.3 (0.75) --- 
Flucarbazone (SCT) Rafalín 97.6 1.8 1.6 0.99 0.0004 2.3 (0.20) 0.8 
 Gazul 98.1 1.1 1.9 0.98 0.0028 3.0 (0.45) --- 
 Antoñín 96.7 1.3 1.7 0.99 0.0010 2.8 (0.32) 0.9 
 Simeto 98.6 1.6 1.7 0.99 0.0004 2.9 (0.27) --- 
c = límite inferior, d = límite superior, b = pendiente, R2 aj = 1 - (sumas de cuadrados de la regresión / 
sumas totales de cuadrados corregidas). RF = Factor de resistencia = I50R / I50S. Los valores de CI son los 
intervalos de confianza del 95% (n = 3). SU = sulfonilureas. PTB = pirimidiniltiobenzoatos. SCT = 
sulfonilaminocarboniltriazolinona. TP = triazolopirimidinas. 
 





De acuerdo con los intervalos de confianza (IC) del 95%, los cultivares S no mostraron 
diferencias significativas en los parámetros I50. Independientemente de la variedad de 
trigo, el cultivar Rafalín es el que soporta una mayor dosis de imazamox. 
Igualmente, las actividades in vitro de la enzima ALS para Anza y Pantera fueron 279 ± 
23, 294 ± 42 nmol de acetoína mg-1 proteína h-1, respectivamente, no existiendo 
diferencias significativas entre ellas. De manera similar a lo ocurrido para los cultivares 
anteriores, imazamox inhibió la actividad de ALS en todos los casos a medida que 
aumentaban las concentraciones (Figura 23). Los FRs de Anza y Pantera fueron de 16.4 




Figura 23. Curvas de actividades enzimáticas ALS en plantas de trigo (Triticum aestivum) susceptibles y 
resistentes. Barras verticales ± error estándar (n = 3). 
 
 




Tabla 10. Parámetros de la ecuación sigmoidal utilizados para estimar la concentración (μM) de 
imazamox necesario para inhibir la actividad enzimática de ALS en un 50% (I50), en plantas sensibles y 
resistentes de trigo blando (Triticum aestivum). 
Imazamox 
Cultivar c d b R2aj I50(CI95%) FR 
Gazul -2.3 99.9 0.86 0.99 8.7 (3.6)  
Anza -1.2 99.6 1.56 0.99 142.3 (17.4) 16.4 
Pantera -1.2 100.1 2.75 0.99 214.6 (23.5) 24.7 
Y = c + {(d-c) / [1+ (x / g)b]} donde; Y = porcentaje de actividad enzimática con respecto al control, c = 
límite inferior, d = límite superior, b = pendiente, R2 aj = 1 - (sumas de cuadrados de la regresión / sumas 
totales de cuadrados corregidas), g = concentración de herbicida en el punto de inflexión (es decir, I50), y 
x = concentración de herbicida. CI son los intervalos de confianza del 95% (n = 3). FR = Factor de 
resistencia = GR50R / GR50S. 
4.7. Estudio de la actividad enzimática GS 
Las actividades in vitro de la enzima GS para Anza, Pantera y Gazul fueron 390 ± 46, 
443 ± 33 y 421 ± 62 nmol de glutamina mg-1 proteína h-1, respectivamente, sin diferencias 
significativas entre ellas. El glufosinato inhibió la actividad de GS en todos los cultivares 
a medida que las concentraciones aumentaban (Figura 24). La cantidad de glufosinato 
para inhibir la actividad GS en un 50% (I50) osciló desde 15.7 a 21.1 μM. De acuerdo con 
los intervalos de confianza (IC) del 95%, no hubo diferencias significativas entre las 
líneas de trigo R y S (Tabla 11). 
 
Figura 24. Curvas de actividades enzimáticas GS en plantas de trigo (Triticum aestivum) susceptibles y 
resistentes. Barras verticales ± error estándar (n = 3). 




Tabla 11. Parámetros de la ecuación sigmoidal utilizados para estimar la concentración (μM) glufosinato 
necesario para inhibir la actividad enzimática GS en un 50% (I50), en plantas sensibles y resistentes de 
trigo blando (Triticum aestivum). 
Glufosinato 
Cultivar c d b R2aj I50(CI95%) FR 
Gazul 1.9 102.2 1.66 0.98 18.0 (4.7)  
Anza 4.8 101.7 2.37 0.99 15.7 (5.1) 0.9 
Pantera 1.7 103.0 1.75 0.98 21.1 (7.2) 1.2 
Y = c + {(d-c) / [1+ (x / g)b]} donde; Y = porcentaje de actividad enzimática con respecto al control, c = 
límite inferior, d = límite superior, b = pendiente, R2 aj = 1 - (sumas de cuadrados de la regresión / sumas 
totales de cuadrados corregidas), g = concentración de herbicida en el punto de inflexión (es decir, I50), y 
x = concentración de herbicida. CI son los intervalos de confianza del 95% (n = 3). FR = Factor de 
resistencia = GR50R / GR50S. 
4.8. Secuenciación de la ALS 
El cultivar R Rafalín presentó dos mutaciones en la posición Ser653 en los genes imi1 e 
imi2, mientras que el cultivar Antoñín presentó la misma mutación, pero sólo en el gen 
imi2. El cambio de codón fue de AAC a AGC, dando como resultado una sustitución de 
aminoácidos de serina a asparagina. No se encontró ninguna mutación en el gen imi3 
(Figura 25). 
 
Figura 25. Alineamiento parcial de las secuencias de aminoácidos para los genes imi1-ALS e imi2-ALS de 
los cultivares susceptible y resistentes a imazamox de las diferentes variedades de trigo blando (Triticum 
aestivum) y duro (Triticum durum). Las letras de colores indican la posición Ser-653 correspondiente a la 
mutación puntual asociada con la obtención de la resistencia al imazamox. Las letras rojas indican un 









































El control de malas hierbas en trigo es uno de los principales objetivos de los agricultores 
para obtener mayores rendimientos, este manejo sin el uso de herbicidas es inconcebible 
en los sistemas convencionales de producción intensiva de trigo (Jabran et al., 2017). Por 
ello, el trigo Clearfield® resistente a imazamox es una herramienta nueva y altamente 
efectiva que ofrece ventajas significativas para el control de malezas, este cultivo se ha 
desarrollado en América del Norte y en la mayoría de los países de América Latina. 
Este estudio informa sobre el primer caso europeo de dos cultivares de trigo resistentes a 
imazamox, basados en la tecnología Clearfield®, que se obtuvieron mediante el 
cruzamiento de Pantera T. aestivum Clearfield® (Jiménez et al., 2016) y un cultivar local 
susceptible a imazamox (Gazul) y otro Triticum durum Clearfield® obtenido por el cruce 
de Simeto (cultivar local de T. durum susceptible a imazamox) y Tritordeum Clearfield® 
(Rodríguez-Suarez et al., 2009). Además, se han caracterizado dos nuevas líneas de T. 
aestivum R (Anza y Pantera), que poseen características que confieren resistencia 
múltiple a imazamox y glufosinato. 
Los ensayos de dosis-respuesta demostraron la alta susceptibilidad de los cultivares S 
(Gazul y Simeto) a dosis bajas, mientras que los cultivares R (Rafalín y Antoñín) 
presentaron una pequeña reducción en el peso fresco. Sin embargo, para lograr la 
reducción total del crecimiento en una planta de estos cultivares, se debe aplicar al menos 
el doble de la tasa de herbicida correspondiente a su ED50 (Alcántara-de la Cruz et al., 
2016a). Por lo que los cultivares de Antoñín y Rafalín requieren dosis de imazamox que 
son 8 y 11 veces, respectivamente, superiores a la dosis de campo recomendada de 40 g 
ia ha-1 de imazamox para producir un daño total en el cultivo. Por otro lado, las líneas 
Anza y Pantera presentaban niveles aceptables de resistencia múltiple a imazamox y 
glufosinato, mostrando valores de ED50 para Anza dentro del rango de dosis de 20 a 60 y 
de 450 a 750 g ai ha-1 pata imazamox y glufosinato respectivamente, según los fabricantes 
(BASF, 2017a, Bayer CropScience, 2017)., y los valores de ED50 para Pantera fueron 
superiores a ellos. Además, hasta ahora no se conocen efectos antagónicos entre estos 
herbicidas (Cedengreen, 2014), y aquí se observó un efecto de aditividad en los síntomas 
sufridos por la variedad S Gazul.  Las diferencias entre los cultivares R podrían explicarse 
por los diferentes rasgos bioquímicos, morfológicos, fisiológicos y moleculares 
(Menéndez et al., 2014; Rojano-Delgado et al., 2014a y Yao et al., 2014). Este alto nivel 




de resistencia al imazamox de los cultivares R de trigo es suficiente para ser una 
herramienta útil de control de malezas, con ventajas para los agricultores. El uso adecuado 
de cultivos tolerantes a los herbicidas y la adopción de prácticas agronómicas adecuadas 
pueden mejorar la biodiversidad de las tierras de cultivo y mitigar el riesgo de malezas 
que evolucionan con resistencia a los herbicidas (Lamichhane et al., 2017). 
La efectividad de un herbicida depende de la retención del producto en la hoja (Yao et 
al., 2014), la absorción foliar del ingrediente activo y finalmente su translocación al sitio 
de acción (Menéndez et al., 2014 y Rojano-Delgado et al., 2014a). La retención foliar de 
herbicidas está influenciada por las características morfológicas y fisiológicas de las 
hojas. Asimismo, la disposición de los tricomas y la cantidad de ceras cuticulares también 
contribuyen a una mayor o menor retención foliar de la solución de herbicida (Alcántara-
de la Cruz et al., 2016b), aunque no es un mecanismo importante que confiere resistencia 
a los herbicidas (Yao et al., 2014 y Alcántara-de la Cruz et al., 2016c). Nuestros resultados 
sugieren que la morfología de la hoja de los cultivares de trigo no está relacionada con 
una mayor o menor retención de herbicidas, como se demostró en otros cultivares de trigo 
resistentes a imazamox (Rojano-Delgado et al., 2015; Jiménez et al., 2015 y 2016). De 
hecho, las líneas de trigo R Anza y Pantera retuvieron una mayor solución de herbicida 
que Gazul, posiblemente debido al mayor área foliar de estas variedades, como se puede 
apreciar visualmente en la Figura 11b. Estos parámetros no se estudiaron en estas líneas 
de trigo porque las plantas R presentaron una mayor retención foliar, por lo que se puede 
deducir, al igual que para los cultivares anteriores, que este parámetro no desempeñó un 
papel importante en la resistencia múltiple a imazamox y glufosinato. 
El imazamox se absorbe y se transloca muy rápidamente. Sin embargo, dado que la 
resistencia a los herbicidas inhibidores de ALS generalmente se asocia con mutaciones 
en el gen ALS (Rojano-Delgado et al., 2015; Yu y Powles, 2014 y Yuan et al., 2007), la 
absorción y la translocación no suelen estudiarse, y la información sobre estos 
mecanismos en los cultivos de Clearfield® es escasa. En nuestro estudio se registraron 
altas tasas de absorción para todos los cultivares S y R, confirmando que este mecanismo 
no está involucrado en la resistencia de este último. Por el contrario, los resultados de la 
translocación 14C-imazamox difieren entre cultivares. Para el caso de las líneas de Rafalín 
y Antoñín sugirieron que este parámetro podría jugar un papel importante en la resistencia 
debido a que retuvieron la mayor parte del herbicida en la hoja tratada. Sin embargo, estas 
diferencias en translocación no fueron sólo una respuesta fisiológica, sino también 




metabólica, la cual fue observada entre los cultivares R y S en ausencia de malatión e 
inexistente en presencia del mismo. La translocación más baja observada en los cultivares 
R puede explicarse por el hecho de que estos cultivares metabolizaron imazamox a sus 
metabolitos (imazamox-OH e imazamox-glucosa) que tienen una movilidad limitada 
(Pester et al., 2001). Por lo tanto, las observaciones realizadas durante los ensayos de 
absorción y translocación en los cultivares R de trigo mostraron el 14C-imazamox 
translocado sino también estos 14C-metabolitos. Sin embargo, las líneas de trigo R (Anza 
y Pantera) y S presentaron patrones de translocación de 14C-imazamox similar entre ellas 
durante el período de evaluación (de 3 a 96 HDT). Esto sugirió que estos mecanismos no 
estaban implicados en la resistencia a imazamox de estas líneas de trigo R. La absorción 
y la translocación reducidas pueden jugar un papel importante en la resistencia a otros 
herbicidas como el glifosato (Shaner, 2009), pero en la resistencia a los herbicidas 
inhibidores de la ALS este papel es secundario (Yu y Powles, 2014). Igualmente se 
observaron altas velocidades de absorción y translocación en Aegilops cylindrica 
resistente a imazamox, centeno silvestre (Pester et al., 2001), frijol seco y lenteja roja 
(Bukun et al., 2012). 
Los patrones de absorción y translocación de 14C-glufosinato fueron menores que para el 
caso de imazamox. Esto fue debido a la movilidad limitada de este herbicida por su rápida 
fitotoxicidad en el tejido foliar de la aplicación (Jalaludin et al., 2017). Lo que se 
demuestra por las bajas cantidades de glufosinato absorbido y translocado desde la hoja 
tratada al resto de la planta y las raíces en las plantas de trigo R y S (menos del 40 y 20% 
respectivamente). Las diferencias de estos parámetros pueden estar relacionada con la 
sensibilidad de las plantas a glufosinato (Pronprom et al., 2009; Everman et al., 2009). La 
absorción de 14C-glufosinato fue ligeramente mayor en plantas de trigo R, siendo la 
translocación similar entre las plantas S y R a las 72 HDT. La absorción de glufosinato 
varía dependiendo de la especie, observándose menos del 20% en plantas resistentes 
como el maíz (Everman et al., 2009) y más del 90% en malezas de difícil control como 
Lolium rigidum y Avena sterilis (Kumaralake et al. 2002). La translocación limitada de 
14C-glufosinato puede ser una consecuencia de los efectos combinados en la acumulación 
de amonio y el agotamiento de la glutamina (Beriault et al., 1999). Por lo tanto, estos 
resultados sugirieron que la absorción y la translocación no estaban implicadas en la 
resistencia al glufosinato de las líneas de trigo R. 




Los cultivos Clearfield® generalmente tienen la capacidad de metabolizar imazamox 
antes de que el herbicida llegue al sitio objetivo (BASF, 2013). En este trabajo, se estudió 
el metabolismo de Imazamox para el cultivar Clearfield® Pantera (Jiménez et al., 2016), 
y aunque no hay estudios en Tritordeum, es evidente que los cultivares R (Rafalín y 
Antoñín) adquirieron la capacidad de metabolizar los herbicidas IMI de sus equivalentes 
R. El mecanismo por el cual los cultivos Clearfield® ganan tolerancia a los herbicidas IMI 
aún no se ha caracterizado del todo (Manabe et al., 2007). En nuestro estudio, las 
aplicaciones de malatión confirmaron que las enzimas Cit-P450 juegan un papel 
importante en la desintoxicación de imazamox de los cultivares R en compuestos que son 
inocuos (imazamox-OH e imazamox-glucosa) para las plantas (Rojano-Delgado et al., 
2014a). Estas enzimas son mediadores de la degradación de herbicidas que están 
implicados en la resistencia a múltiples de ellos (Yuan et al., 2007; Gaines et al., 2014 y 
Yu y Powles., 2014), ya que son responsables de la hidroxilación de un grupo metilo de 
la molécula de imazamox (Rojano-Delgado., 2015 y Jiménez et al., 2016), seguidos de 
una catálisis con glucosiltransferasa que produce un conjugado de glucosa (Yu y Powles., 
2014). Esta reacción ocurre rápidamente y no es reversible (Gaines et al., 2014). Además, 
el metabolismo de los herbicidas IMI tiene un efecto muy pequeño en la ALS, aparte de 
que el herbicida también se transloca mal (BASF, 2013). Sin embargo, no se puede 
atribuir que el metabolismo de imazamox se debiera únicamente a la enzima Cit-P450, ya 
que otras vías metabólicas secundarias pueden estar implicadas en la resistencia a 
herbicidas inhibidores de ALS (Duhoux y Delye., 2013). Este mecanismo no se estudió 
en Anza y Pantera, pero puede ser un rasgo adicional que confiere resistencia a imazamox, 
adquirido de Clearfield® Pantera, el progenitor resistente a imazamox (Jimenez et al., 
2016). 
La alta acumulación de amonio debida al glufosinato observada en Gazul (S), mostró una 
rápida inhibición de la actividad GS. La acumulación de amonio es la respuesta directa al 
grado de susceptibilidad de la enzima GS a la toxicidad del glufosinato (Avila-Garcia et 
al., 2012). La menor acumulación de amonio en las líneas de trigo R indica que la 
actividad GS no se vio afectada por el glufosinato. Esto fue debido probablemente a la 
acetilación rápida del glufosinato al compuesto no tóxico, N-acetil-glufosinato por la 
enzima PAT (Jalaludin et al. 2017), proveniente del gen bar de la línea de trigo resistente 
al glufosinato T- 590 (Rojano-Delgado et al., 2013). Estos resultados concuerdan con los 
observados en Lolium perenne, donde la inhibición de la actividad enzimática de GS entre 




las plantas R y S fue similar, pero la acumulación de amonio fue mayor en las plantas R 
(Avila-Garcia y Mallory Smith, 2010). Además, la aplicación de glufosinato causa una 
baja acumulación de amoníaco en arroz resistente al glufosinato (Tsai et al 2006), Lolium 
perenne ssp. multiflorum (Avila-Garcia et al., 2012) y algodón (Carbonari et al., 2016), 
que muestran una fuerte relación entre dosis-respuesta y la acumulación de amonio. Las 
líneas de trigo, estudiadas en este trabajo, también mostraron una fuerte relación de estos 
parámetros. 
La resistencia a los herbicidas IMI generalmente es el resultado de una mutación puntual 
en el gen ALS que causa una sustitución de aminoácidos en la enzima ALS (Yu y Powles., 
2014; Thompson y Taran., 2014). La alta tasa de I50 de los cultivares R sugiere que el 
mecanismo de resistencia está relacionado con la enzima ALS en los cultivares de trigo 
(Rojano-Delgado et al., 2015; Pozniak y Hucl., 2004; Jiménez et al., 2016). Aunque la 
actividad específica ALS similar entre ellos también demuestra que la sobreexpresión del 
gen que codifica la ALS no está involucrada como un mecanismo de resistencia. Se 
describieron resultados similares en Sinapis alba (Cruz-Hipólito et al., 2013) y T. 
aestivum (Jiménez et al., 2015), en los que la sobreexpresión de ALS no estaba implicada 
como mecanismo de resistencia. 
Los mayores valores de ED50 e I50 estimados para Rafalín se debieron a que este cultivar 
presentó una mutación en la posición Ser-653 en los genes imi1 e imi2, que se localizan 
en los brazos largos de los cromosomas 6B y 6D, respectivamente. En consecuencia, este 
cultivar resistente tiene un nivel de resistencia al imazamox más alto que el cultivar 
Antoñin, que sólo portaba un gen de resistencia (imi2). Los cultivares de trigo R han 
adquirido satisfactoriamente estos alelos de sus respectivos progenitores resistentes, es 
decir, los genes imi1 e imi2 del cultivar Pantera (Jiménez et al., 2016) se transfirieron a 
Rafalín, y el imi2 de Tritordeum (Rodríguez-Suarez et al., 2009) se transfirió al cultivar 
Antoñín. El alelo resistente imi2, común en los cultivos Clearfield®, proporciona 
suficiente nivel de resistencia a las tasas de campo recomendadas para los herbicidas IMI 
(Pérez-Jones et al., 2010). La resistencia conferida por los genes imi1 e imi2 es aditiva. 
Estas mutaciones confieren resistencia a los herbicidas IMI, pero no a otros inhibidores 
de ALS (Tan et al., 2005). El coste asociado a esta resistencia es pequeño y fácilmente 
detectable (Yu y Powles., 2014). Sin embargo, este hecho no se puede generalizar y el 
impacto de cada mutación específica del gen ALS debe ser evaluado de manera individual 
(Vila-Aiub et al., 2009), teniendo en cuenta las condiciones de crecimiento y las 




diferentes especies. Además, los efectos epistáticos de los múltiples alelos de resistencia 
sobre el coste de adaptación de la planta asociado por esta resistencia aún se desconocen 
(Yu y Powles., 2014; Goldringer et al., 1997). Por lo tanto, se necesitan más estudios para 
determinar su efecto y la posible pérdida del rendimiento. 
La isoforma ALS del genoma D, que corresponde al gen imi2, presenta más actividad 
ALS en comparación con las isoformas de los genomas A y B (Hanson et al., 2006). Este 
hallazgo explica por qué la mutación imi2 es suficiente para hacer que el cultivar Antoñín 
sea resistente a imazamox. Nuestros resultados son consecuentes con otros estudios que 
demuestran que una mutación única y/o doble en los genes imi1 y imi2 de la ALS 
confieren resistencia a herbicidas IMI en cultivares de trigo (Pozniak y Hucl., 2004; 
Jiménez et al., 2016; Perez-Jones et al., 2010; Anderson et al., 2004), y en otros cultivos 
Clearfield® como arroz (Scarabel et al., 2012), cebada (Lee et al., 2011), girasoles 
(Kolkman et al., 2004) y garbanzos (Li et al., 2008; Thompson y Taran., 2014). Además, 
una mutación que se identificó en trigo en la posición Ala122 del gen imi2 mejoró la 
resistencia a los herbicidas IMI (Li et al., 2008). 
Las actividades específicas de ALS y GS de las líneas de trigo Anza y Pantera en ausencia 
de herbicidas (imazamox y glufosinato, respectivamente) fueron similares. La expresión 
del gen ALS es muy estable, igual que los observados en T. aestivum (Jiménez et al., 
2015) y en varias malezas resistentes a ALS (Cruz-Hipolito et al., 2013; Cross et al., 
2015). Por otro lado, la enzima GS de las líneas de trigo S y R fue igualmente sensible al 
glufosinato. La sustitución de His-249-Tyr en el gen codificador GS fue responsable de 
conferir resistencia en células de soja resistentes al glufosinato (Pronprom et al., 2009), y 
se propuso que la sustitución Asp-171-Asn era responsable de la resistencia en Lolium 
perenne ssp. multiflorum (Avila-Garcia et al., 2012). Sin embargo, la susceptibilidad de 
GS mostró que ninguna mutación fue responsable de la resistencia al glufosinato en las 



































La respueta diferencial a imazamox entre los cultivares R (Rafalín y Antoñín) y S se debió 
principalmente al número de genes de resistencia que portan cada genotipo, pero también 
se debe atribuir al metabolismo de imazamox en compuestos no tóxicos (imazamox-OH 
e imazamox-glucosa), regulados por el Cit-P450. Estos mecanismos confieren una gran 
resistencia a los herbicidas IMI en los cultivares R, lo que les permite sobrevivir en dosis 
superiores a la dosis de campo recomendada de imazamox (40 g ia ha-1). 
 
Asimismo, las líneas de trigo R (Anza y Pantera), mostraron altos niveles de resistencia 
a imazamox + glufosinato. Los mecanismos que gobiernan la resistencia múltiple a ambos 
herbicidas en estas líneas de trigo se debieron a alteraciones en el sitio diana, reveladas 
por los ensayos de ALS en el caso de imazamox; y una inactivación rápida de glufosinato 
a N-acetil-glufosinato mediado por la enzima PAT. La resistencia de estas líneas podría 
ser mayor cuando se exponen a estos herbicidas de forma idependiente, lo que facilita la 
rotación de los herbicidas. 
 
Por lo tanto, estas líneas R son una herramienta efectiva de manejo de malezas para la 
producción de trigo, y también pueden contribuir a mitigar los crecientes problemas de 
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